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RESUMO

BALDIN, C. M. Avaliacado da transmissao horizontal e descricdo da patogenia
em leitdes experimentalmente infectados com Circovirus suino 2. [Evaluation of
horizontal transmission and description of patogenesis in piglets experimentally
infected with Porcine Circovirus 2] 2012. 109 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2012.

Circovirus suino 2 (PCV2) é responsavel pelas doencas associadas ao circovirus
suino (PCVAD do inglés Porcine circovirus associated disease) que engloba varias
condi¢des clinicas. Acomete suinos nas principais areas produtoras do mundo
causando grandes prejuizos. A situacdo acerca do conhecimento acerca da
complexa patogenia e os multiplos fatores de risco permitem compreender apenas
em parte o verdadeiro impacto das PCVADs em suinos, sendo este um
conhecimento mais amplo e dependente de resultados obtidos com infeccdes
experimentais. Os objetivos do presente trabalho foram: i) verificar a infectividade do
isolado brasileiro de PCV2 em animais infectados experimentalmente; ii) verificar a
transmissdo horizontal do isolado brasileiro de PCV2 em animais infectados
experimentalmente; iii) avaliar a patologia do isolado brasileiro nos animais
infectados experimentalmente; e iv) avaliar a resposta imune humoral nos animais
infectados experimentalmente com o isolado brasileiro. Foram utilizados nove leitdes
divididos em trés grupos com trés animais cada: i) G1 animais inoculados por via
intra-nasal, com aproximadamente 49 dias de idade; ii) G2 animais ndo inoculados
mantidos na mesma baia que os G1; e iii) GC animais controle. Amostras de soro,
suabes (nasal e fecal) e dados de desempenho foram coletados semanalmente.
Amostras de tecidos foram coletadas durante a necropsia, aos 42 dias apos a
inoculacdo (dpi). Os animais do GC foram acompanhados até 140 dias de idade. A
infecgdo pelo PCV2 foi avaliada através da descricdo das manifestagdes clinicas,
alteracdes anatdmicas e histologicas, quantificacdo do DNA de PCV2 nas amostras
de soro, suabes e tecidos e deteccdo de anticorpo anti-PCV2 no soro. As técnicas
utilizadas foram coloragdo de tecido pela Hematoxilina-Eosina (HE), reagcdo em
cadeia pela polimerase quantitativa (PCRq), imunohistoquimica (IHQ) e ELISA ( do

inglés enzyme-linked imunossorbente assay). Os resultados demonstraram que 0



isolado brasileiro induziu infecgcdo subclinica nos animais inoculados (G1),
demonstrado através da deteccdo de baixa carga de DNA viral nos tecido e soros,
auséncia de sinais clinicos e achados histopatoldgicos caracteristicos de PCVAD,
além da auséncia de soroconversao nos trés animais inoculados. A transmisséo
horizontal foi demonstrada, pois em um animal contactante (G2) foi recuperado o
DNA de PCV2 em varios tecidos. No entanto, a auséncia de soroconversao, nao
permitiu avaliar a resposta imune humoral nos diferentes grupos (G1 e G2). Fatores
como idade dos animais no momento da inoculacédo (49 dias), via de inoculacéo,
in6culo e auséncia de co-agentes podem ter contribuido para o desencadeamento

dos resultados observados.

Palavras-chave: PCV2. Infeccdo experimental. Patogenia. Transmissao horizontal.



ABSTRACT

BALDIN, C. M. Evaluation of horizontal transmission and description of
pathogenesis in piglets experimentally infected with Porcine Circovirus 2.
[Avaliacdo da transmissdo horizontal e descricdo da patogenia em leitdes
experimentalmente infectados com Circovirus suino 2]. 2012. 109 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2012.

Porcine circovirus 2 (PCV2) is responsible for the porcine circovirus associated
diseases (PCVAD) that encompasses several clinical conditions. It affects the main
pig producing areas of the world, causing extensive damage. Currently, knowledge
about the complex pathogenesis associated with the multiple risk factors provides
insight into the true impact of PCVADs, depending on the extensive knowledge
based on the experimental infections. The aims of this study were: i) verify the
infectivity of the brazilian PCV2 in experimentally infected animals; ii) verify the
horizontal transmission of the Brazilian PCV2 in experimentally infected animals; iii)
evaluete the patology of Brasilian PCV2 in experimentally infected animals; iv)
evaluete the humoral immune response in experimentally infected animals with the
Brazilian isolate. Nine piglets were divided into three groups with three animal each:
i) G1 inoculated animals by intranasally route, with approximately 49 days of age; ii)
G2 non-inoculated animals maintained in the same pen that G1 and iii) GC control
animals. Serum samples, swabs (nasal and fecal) and performance data were
collected weekly. Tissue samples were collected during necropsy at 42 days post
inoculation (dpi). Animals from GC were monitored up to 140 days of age. PCV2
infection was evaluated by clinical, anatomical and histological alteration,
guantification of PCV2 DNA in serum samples, swabs and tissues and detection of
PCV2 antibodies in serum. The techniques of tissue hematoxylin-eosin staining,
polymerase chain reaction quantitative (PCRq), immunohistochemistry (IHC) and
ELISA were used. The results showed that the Brazilian PCV2 virus induced
subclinical infection in inoculated animals (G1), shown by the low viral DNA load in
the tissue and serum, the lack of clinical and pathological signs of PCVAD and
absence of seroconversion in the three inoculated animals. The horizontal
transmission was demonstrated by the recovery of the viral DNA on one of contacting



animals in various tissues. However, the absence of seroconversion, does not
allowed the antibody levels evaluation in the different groups (G1 and G2). Factors
such as age at the time of inoculation (49 days), route of inoculation, inoculum and

absence of co-agents may contribute to the onset of the observed results.

Key-words: PCV2. Experimental infection. Pathogenesis. Horizontal transmission.
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22

1 INTRODUCAO

Circovirus suino (PCV) é o menor virus animal descrito com capacidade de
replicacdo autbnoma em células de mamiferos. E um virus ndo envelopado, com 15 a
17 nm de didmetro, com simetria icosaédrica e um genoma de DNA de fita simples
(FIRTH et al., 2009; ICTV, 2012).

Atualmente, o PCV divide-se em duas espécies, Circovirus suino 1 (PCV1) e o
Circovirus suino 2 (PCV2). PCV pertence ao género Circovirus da familia Circoviridae,
que compreende 0s circovirus suinos e os circovirus das aves (VAN REGENMORTEL
et al., 2000; TOOD, et al., 2005; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; ICTV, 2012).
PCV1 e PCV2 possuem um genoma de 1759 e 1757 nucleotideos (nt), respectivamente
(MANKERTZ et al., 2004; MANKERTZ, 2012). A identidade nucleotidea entre isolados
da mesma espécie é maior que 90 % enquanto que entre as diferentes espécies varia
de 68 a 78 % (CORTEY et al., 2011).

A densidade das particulas virais é de 1,33 - 1,34 g/cm® em gradiente de CsCl e
o coeficiente de sedimentacdo corresponde a 57 S. N&ao possui atividade
hemaglutinante em eritrocitos de uma ampla variedade de espécies animais e é
resistente ao cloroférmio, ao pH 3,0, a temperaturas de 56 °C e 70 °C por 15 minutos,
ao congelamento e a luz ultravioleta (ALLAN et al., 1994; ALLAN; ELLIS, 2000;
SHIBATA et al., 2003). A inativacdo viral é atingida por desinfetantes alcalinos
(hidréxido de sddio), agentes oxidantes (hipoclorito de sodio) e pelos compostos de
amonia quaternaria (GRAU-ROMA; FRAILE; SEGALES, 2011).

O PCV1 foi descrito como contaminante permanente de cultura de células PK-
15 de rim suino (ATCC-CCL 33) e é considerado ndo patogénico (TISCHER et al.,
1974; TISCHER et al., 1896). O PCV2 é responsavel pelas doencas associadas ao
PCV2 (PCVAD, do inglés Porcine circovirus—associated disease) que se caracteriza por
uma sindrome infecto-contagiosa que se apresenta de forma subclinica ou clinica
(OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).

PCV2, com seu genoma de apenas 1,76 Kb, apresenta uma capacidade de
codificacdo limitada. Essa estrutura compacta apresenta duas regioes intergénicas, na
qual sédo flanqueadas e arranjadas de forma circular as duas principais regides abertas

de leitura (ORF do inglés Open Reading Frame), que codificam para as proteinas do
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capsideo viral (gene cap, localizado na ORF2) e para a replicase (gene rep, localizado
na ORF1) (CHEUNG, 2003; MANKERTZ et al., 2004; MANKERTZ, et al, 2012).

Recentemente, a ORF 3, responsavel pela tradu¢édo da menor proteina viral ndo
estrutural (gpORF3), esta se destacando. Estudos recentes demonstraram que apesar
dessa proteina ndo estar relacionada a patogenicidade do PCV2, ela tem uma funcao
importante na modulagdo da viruléncia (LIU; CHEN; KWANG, 2005; LIU et al., 2006;
CHAIYAKUL et al., 2010; MANKERTZ et al., 2012).

Além das ORFs descritas anteriormente, outras ja foram mapeadas por
Hamel et al. (1998), sendo os valores da massa molecular de quatro dessas
proteinas descritas em ordem descendente: ORF4, 13,3 kDa (nt 552-207); ORF5,
9,8 kDa (nt 1163-1448); ORF6, 6,7 kDa (nt 1518-1332); ORF7, 6,0 kDa (nt 1670-79).

No entanto, a importancia e/ou funcéo, ainda, ndo foram descritas.

O PCV2 subdivide-se em trés genétipos, PCV2-1, PCV2-2 e PCV2-3
(também denominados de PCV2a; PCV2b e PCV2c, respectivamente)
(OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; DUPONT et al., 2008). Recentemente, um
novo genotipo foi descrito no Canada, cujo genoma contém a ORF1 do PCV1 e a
ORF2 do PCV2-1 (PCV2a). Esse foi denominado PCV1/2a e apresenta uma
identidade de 86,4 %, 88,7 % e 86,5 % com PCV1, PCV2-1 (PCV2a) e PCV2-2
(PCV2Db), respectivamente (GAGNON et al., 2010).

O genodtipo de PCV2a e PCV2b encontram-se, atualmente, amplamente
disseminado na populacao suina, apresentando uma prevaléncia entre 50 a 100 %,
estando presente em granjas de suinos com diferentes padrfes sanitarios em todos
os continentes (CLARCK, 1996; HARDING, 1997; SEGALES et al., 1998; CHOI;
CHAE, 1999; ONUKI et al., 1999; MADEC et al., 2000; WELLENBERG et al., 2000;
MUHLING et al.,, 2006; CASTRO et al., 2007; CHIARELLI-NETO et al., 2009). O
PCV2c foi descrito apenas na Dinamarca em amostras de arquivo da década de 80
e 0 PCV1/2 em 2,5 % dos casos positivos do Canada, ndo havendo relato em outras
regides (DUPONT et al., 2008; GAGNON et al., 2010).

Até o momento ndo ha nenhuma evidéncia soroldgica de infec¢do por PCV2
em humanos, aves, bovinos, ovinos, caprinos e equinos. Estes dados suportam a

hipotese de que a transmissdo de PCV2 aos suinos a partir de outras espécies é
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improvavel (PATTERSON; OPRIESSNIG, 2010; GRAU-ROMA; FRAILE; SEGALES,
2011).

No entanto, estudos a campo e experimental demonstraram a
susceptibilidade de roedores ao PCV2 e a transmissdo horizontal e vertical em
camundongo foi demonstrada experimentalmente (LORINCZ et al., 2010; LI et al.,
2010; DENG et al., 2011; BALDIN et al., 2011; SANTOS et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2011a; OLIVEIRA et al., 2011b). Ndo se sabe, at¢ o momento, qual o papel

desempenhado por roedores na epidemiologia do PCV2.

A transmisséo do virus ocorre verticalmente e horizontalmente, sendo este
detectado em suabe nasal, bronco-traqueal, orofaringeo, fecal e na urina de suinos
naturalmente e experimentalmente infectados com PCV2. O contagio ocorre pelo
contato direto entre animais, que foi observado tanto em experimentos realizados a
campo quanto de infeccado experimental. A principal via de transmissdo horizontal é
a oronasal, através do contato com fezes, urina ou outro animal infectado (SHIBATA
et al., 2003; SEGALES et al., 2005a; GILLESPIE et al., 2009).

A transmissdo indireta do PCV2 por via oral, aerossbis e vacinacao
apresenta menor potencial de infec¢cdo, quando comparadas a exposi¢cao direta de
animais infectados ou suas secre¢des (PATTERSON; OPRIESSNIG, 2010).

A transmissdao vertical intra-uterina ocorre devido a contaminacao do sémen,
equipamentos de inseminac¢do contaminados ou porcas infectadas com o PCV2,
resultando em morte embrionaria ou nascimento de leitdes em viremia. Leitdes
infectados verticalmente podem ser fonte de transmissdo de PCV2 para outros
porcos e sucumbir a doenca clinica durante o periodo de crescimento (GRAU-
ROMA; FRAILE; SEGALES, 2011; MADSON; OPRIESSNIG, 2011).

Um levantamento realizado em granjas comerciais dos Estados Unidos e
México demonstrou a deteccdo de DNA de PCV2 em 39,9 % e 47,2 % dos animais
antes do desmame e no soro das porcas, respectivamente. No Brasil, DNA de PCV2
foi detectado em leite e colostro de porcas vacinadas e néo-vacinadas. Esses
resultados mostram que a infec¢do transplacentaria estd associada a viremia da
porca e que a vacinacao diminui, mas nao elimina o leite e o colostro como fonte de
infeccdo para leitdes recém-nascidos (SHEN et al.,, 2010; GERBER et al., 2011;
MADSON; OPRIESSNIG, 2011).
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Os riscos do sémen suino como fonte de propagacdo do PCV2 também
foram avaliados, mas na maioria dos estudos ndo houve correlacdo entre o sémen
utilizado e disseminacdo da doenca. Além disso, a dose minima de PCV2 no sémen
necessaria para infectar fetos e porcas ainda € desconhecida (PATTERSON;
OPRIESSNIG, 2010; MADSON; OPRIESSNIG, 2011; ROSE et al., 2012).

A primeira doenca associada ao PCV2 descrita foi a sindrome
multissistémica de definhamento dos suinos (SMDS) (Postweaning Multisystemic
Wasting Syndrome - PMWS), uma doenca sisttmica que acomete leitdes
desmamados. (HARDING; CLARK, 1997; ALLAN; ELLIS, 2000; CHOI; CHAE;
CLARK, 2000). No entanto, por descrever parcialmente as doencgas associadas ao
PCV2 em 2002 propds-se a troca de PMWS por PCVAD amplamente utilizada na
América do Norte (do inglés Porcine circovirus associated disease — Circovirose
suina) (ALLAN et al., 2002; SEGALES et al., 2005b).

O diagnastico individual de PCVAD é realizado pela presenca do agente em
guantidades que variam de moderada a abundante nas lesbes microscopicas. Para
distinguir as diferentes manifestacées € preciso avaliar a presenca do PCV2 nos
diferentes tecidos (intestino, pulméo e linféide). Essas observacdes permitiram
classificar as PCVAD clinicas que dividem-se em sistémica, pneumonia associada
ao PCV2, enterite associada ao PCV2, disturbios reprodutivos associado ao PCV2 e
sindrome de dermatite e nefropatia suina associada ao PCV2 (PDNS do inglés
Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome). Além da apresentacdo clinica, a
apresentacao subclinica € muito comum e apresenta um grande impacto na
suinocultura. Essas manifestagbes serdo, resumidamente, descritas a seguir
(OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).

A infeccdo sistémica associada ao PCV2 caracteriza-se, clinicamente, por
definhamento, emagrecimento ou diminuicdo na taxa de ganho de peso, palidez de pele
e ocasionalmente ictericia. Além desses sinais mais comuns, observa-se ainda,
dificuldade respiratoria, tosse e diarreia. Um achado comum da doenca clinica sistémica
é 0 aumento dos ganglios linfaticos (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; SEGALES,
2012). As lesdes macroscopicas incluem linfoadenopatia generalizada, falta de
colabamento pulmonar e atrofia timica. Com menos frequéncia atrofia hepatica e lesdes
renais e ulcera géastrica. LesbBes microscOpicas caracterizam-se por infiltragdes

linfohistiocitarias e infiltrados inflamatoérios granulomatosos multifocais em tecidos de
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varios 6rgaos (pulmao, figado, rim, coragdo e intestino). Portanto, na infeccao sistémica
0 agente deve ser detectado em mais de um 6rgao. A morbidade em granjas afetadas é
geralmente de 4 a 30 % (ocasionalmente 50 - 60 %) e a mortalidade varia de 4 a 20 %
(CHAE, 2005; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; SEGALES, 2012).

A doenca respiratoria associada ao PCV2 é observada, principalmente, em
leitbes entre 8 a 26 semanas de idade e estd associado a outros patdgenos
respiratorios. Caracteriza-se por diminuicdo da taxa de crescimento, aumento da
conversao alimentar, febre, tosse e dispnéia. Evidencia-se pneumonia intersticial de
gravidade variavel, com ou sem bronquiolite necrotizante e/ou broncopneumonia.
Pode haver, também, fibrose multifocal da lamina propria das vias aéreas e
bronquiolite obliterante (MOROZOQV et al., 1998; HARMS et al., 2001; KIM; CHUNG;
CHAE, 2003; MORANDI et al., 2010; SEGALES, 2012).

A enterite associada ao PCV2 acomete os leitdes entre 8 a 16 semanas de
idade, caracteriza-se por um espessamento da parede intestinal e aumento dos
linfonodos. O diagndstico baseia-se na presenca de diarreia, lesdes caracteristicas
na placa de Peyer e a demonstracdo do antigeno e acido nucleico nas lesfes.
Microscopicamente observa-se enterite granulomatosa e deplecdo linfocitaria
associada a presenca abundante de PCV2 demonstrada através da
imunohistoquimica da placa de Peyer (JENSEN et al., 2006; OPRIESSNIG et al.,
2011a; SEGALES, 2012).

Na reproducédo, o PCV2 estd associado a disturbios reprodutivos onde se
observa falha na implantacéo, resultando em retorno irregular ao estro, tamanho de
ninhada reduzido, aumento de abortamento, natimortos, mumificacdo fetal e
aumento da mortalidade na fase pré-desmame. Histopatologicamente ndo foram
caracterizadas as lesdes em fetos abortados. Microscopicamente observam-se
lesbes no miocardio caracterizadas por miocardite fibrosa ou necrotizante, com
infiltracdo de células inflamatérias e macrofagos. Outras alteracbes microscopicas
observadas sdo pneumonia intersticial multifocal ndo supurativa, broncopneumonia,
congestdo hepdatica e hepatite (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; MADSON;
OPRIESSNIG, 2011).

A PDNS associada ao PCV2 é um processo patoldgico vascular imune-
mediado. Possui incidéncia esporadica, porém alta taxa de mortalidade, afetando

leitdes nas fases de desmame, crescimento e terminagcéo. Os animais apresentam-
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se clinicamente anoréxicos e deprimidos. A dermatite manifesta-se sob a forma de
lesbes cutdneas avermelhadas ou purpuras que, por coalescéncia, resultam em
placas de tamanho crescente, principalmente nas patas traseiras e area perineal. As
lesBes renais fecham o diagndéstico para PDNS, onde os rins apresentam-se palidos
e aumentados, com petéquias hemorragicas na cortical (DURAN; RAMOS-VARA,
RENDER, 1997; DROLET et al., 1999; KRAKOWKA et al., 2008; SEGALES, 2012).

Com intuito de reproduzir as manifestacfes clinicas de PCVAD observadas

a campo, iniciaram-se os trabalhos de infec¢cdo experimental com PCV2.

Balasch et al. (1999) utilizaram 10 suinos de 16 semanas de idade, em que
oito foram inoculados via intra-nasal com 10 mL de homogeneizado de tecido e dois
permaneceram como controle. Apesar dos autores observarem uma queda de
desempenho dos animais inoculados, nenhum sinal clinico foi observado. Lesdes
macro e microscépicas foram observadas nos animais, no entanto variaram de leve
a moderada, ndo reproduzindo a forma clinica observada nos animais infectados
naturalmente a campo. Os autores concluiram que a inoculagcdo de homogeneizado

de tecido contendo o virus desenvolveu lesdes semelhantes a PCVAD.

Resultados semelhantes foram observados por Magar et al. (2000) que
utilizaram leitdes livre de patégenos especificos (SPF do inglés Specific Pathogen
Free) com idade entre trés e quatro semanas. Os animais ndo apresentaram sinais
clinicos e as lesdes macroscopicas limitaram-se ao pulmao e linfonodos. Apesar do
PCV2 produzir lesbes compativeis com as obervadas na PCVAD, os autores
expuseram necessidade de mais estudos para esclarecer os fatores associados ao
PCV2 para o desencadeamento da PCVAD observada nos casos a campo.

Bolin et al. (2001) utilizaram animais obtidos por ceséaria e privados de
colostro para reproduzir a infeccdo por PCV2. Os autores observaram febre,
depressao, ictericia e hiperpnéia, além de queda do desempenho entre os animais
inoculados e controle. Macroscopicamente, o aumento dos linfonodos foi mais
intenso nos animais que apresentaram febre, sendo as lesdes microscépicas
descritas em todos 0s animais que apresentaram esse sinal clinico. O DNA de PCV2
foi recuperado, com frequéncia variavel, em varias amostras (tecidos, secrecdes e
excrecoes) inclusive nos animais eutanasiados aos 125 dias apos infeccéo (dpi). Os
autores ainda descreveram a transmissdo do virus dos animais inoculados para os

contactantes.
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No entanto, Okuda et al. (2003), utilizando também animais obtidos por
ceséria e privados de colostro, relataram a presenca de sinais clinicos nos animais
gue sucumbiram aos 21 e 28 dpi. LesGes macro e microscopicas foram observadas
em todos o0s animais que apresentaram sinais clinicos. O DNA de PCV2 foi
recuperado em todos os tipos de amostras dos animais inoculados necropsiado até
35 dpi, com maior titulo na maioria das amostras de tecidos dos animais com sinais
clinicos, sendo ausente nos controles. Anticorpo anti-PCV2 foi detectado na maioria
dos animais inoculados e contactantes entre 14 e 21 dpi, com auséncia de deteccéo
nos animais que apresentaram sinais clinicos até 28 dpi. Os autores concluiram que
o PCV2 foi capaz de induzir a PCVAD clinica em suinos sem a presenca de outros
patdogenos. Porém, ressaltaram a necessidade de estudos para investigar
mecanismos pelo qual a replicacdo de PCV2 € aumentada ou suprimida, pois a
replicacdo viral parece ser um fator importante no desencadeamento da PCVAD

clinica.

Esses trabalhos iniciais de infeccdo experimental foram fundamentais para
demonstrar o envolvimento de outros fatores no desencadeamento da PCVAD
clinica. Atualmente, estd determinado que quatro fatores influenciam o curso da
doenca clinica: (i) co-infecgBes; (i) caracteristicas do hospedeiro; (iii)
imunomodulacéo e (iv) caracteristicas do patégeno (GILLESPIE et al., 2009; GRAU-
ROMA; FRAILE; SEGALES, 2011).

Portanto, uma das causas da diversidade de manifestacBes clinicas da
infeccdo por PCV2 se deve as co-infeccbes e suas associacbes com o PCV2.
Estudos de deteccdo de co-agentes demonstraram que na PCVAD sistémica, além
de PCV2, o Parvovirus suino (PPV do inglés Porcine parvovirus), Virus da sindrome
reprodutiva e respiratéria suina (PRRSV do inglés Porcine reproductive and
respiratory syndrome virus) e, mais recentemente, Torque teno virus suino 1
(TTSuV1 do inglés Torque Teno sus Virus 1) e 2 sdo detectados (TAIRA et al., 2009;
OPRIESSNIG; HALBUR, 2012). Na PCVAD reprodutiva, observa-se a deteccdo de
PPV e PRRSV, enquanto que na respiratoria 0s co-agentes envolvidos sdo virus da
influenza suina (SIV do inglés Swine Influenza Virus), Mycoplasma hyopneumoniae
e Pneumocistis carinii (ELLIS et al., 1998; HARMS et al., 2001).

Os co-agentes influenciam o curso da doenca clinica através de

mecanismos como dano muco-ciliar dos tecidos do aparelho respiratorio para
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permitir a colonizagdo bacteriana, inducdo de supressao imunolégica, alteracdo da
resposta das citocinas ou afetando a funcdo dos macrofagos. Esses mecanismos
interagem com o PCV2 resultando no desencadeamento da forma clinica da PCVAD
(OPRIESSNIG et al., 2011b).

A replicacdo de PCV2 é um dos principais requisitos para o desenvolvimento
da forma clinica da PCVAD, sendo aumentada pela presenca de PPV e PRRSV no
hospedeiro. Portanto, a infeccdo do animal com PPV, resultando no aumento da
sintese de DNA celular, mitose e prolifecdo de histiécitos e macrofagos, promovem
condicbes ideais para a replicagdo de PCV2. Um mecanismo semelhante é
observado nos animais co-infectados com PRRSV e PCV2 em que 0s mondcitos e
macrofagos séo as células alvo para ambos os virus (KENNEDY et al., 2000; ALLAN
et al., 2000; KIM, CHUNG; CHAE, 2003).

In vitro o tratamento de cultivo de célula PK-15 com INF-y resulta no
aumento em 20 vezes de progénie de PCV2. Portanto, o aumento de INF-y
observado em animais infectados naturalmente com PRRSV e M. hyopneumoniae
pode ser um dos fatores associados ao desencadeamento de PCVAD respiratérios
severos, observados nas co-infeccoes (THANAWONGNUWECH; THACKER, 2003;
MEERTS et al., 2005).

A inducédo de disfuncdo imune desencadeada pela infeccdo do hospedeiro
por alguns agentes infecciosos, como PPV e PRRSV, também, interferem no
desencadeamento da PCVAD clinica. In vitro a co-infecdo de PPV-PCV2 resultou na
diminuicdo da capacidade fagocitica dos macréfagos pulmonares. Além disso, o
aumento da producdo de TNFa e citocinas em reposta a inflamacdo sistémica,
liberado durante a fase aguda da infeccdo pelo PPV, tém sido considerados
desencadeadores da PCVAD (KIM; HA; CHAE, 2006; LIU et al., 2011).

O real impacto dos co-agentes no desencadeamento da PCVAD clinica foi
demonstrada nos trabalhos de infeccdo experimental realizados por diferentes

grupos de pesquisa de PCV2 no mundo.

Em animais gnotobioticos, a co-infecgdo de PCV2+PPV desencadeou sinais
clinicos severos, que resultou na eutanasia de um animal aos 30 dpi e lesdes

macroscopicas. Os autores concluiram que a reproducdo de PCVAD em animais
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gnotobidticos requer PCV2 e agentes adicionais como PPV (KRAKOWKA et al.,
2000).

O impacto do PPV no desencadeamento da PCVAD, também, foi descrita no
Brasil por Fernandes et al. (2006), onde utilizaram leitbes SPF e um isolado de
PCV2 de Santa Catarina. Os autores reproduziram a manifestacéo clinica e lesbes
histopatolégicas mais severas e em maior propor¢ao nos animais co-infectados com
PPV, quando comparados aos infectados somente com PCV2, reforcando a

hipotese de que a infeccao por PCV2 seja acentuada pela co-infec¢éo por PPV.

Um estudo recente realizado por Koene et al. (2012) analisaram o perfil de
proteinas presentes no soro de animais infectados com PCV2 e co-infectados com
PPV ou PRRSV, com objetivo de auxiliar no diagnostico precoce da doenca. Os
autores verificaram que todos o0s animais co-infectados desenvolveram sinais
clinicos da doenca como depressdo e queda no ganho de peso, sendo observado
em 80 % e 10 % dos animais inoculados com PCV2/PRRSV e PCV2/PPV,
respectivamente. Os resultados indicaram que a andlise do perfil proteico tem
potencial para deteccao de infeccado viral na fase inicial da doenca, com detecc¢éo de

animais infectados apés 5 dpi e antes do aparecimento dos sinais clinicos.

Com o objetivo de estudar o papel das bactérias no desencadeamento da
PCVAD, Opriessnig et al. (2004) utilizaram suinos com 28 dias de idade. Os animais
foram divididos em quatro grupos com 17 animais cada: grupo 1: nao foi inoculado;
grupo 2: foi inoculado com apenas M. hyopneumoniae aos 28 dias de idade; grupo
3: foi inoculado com M. hyopneumoniae e PCV2 aos 28 e 42 dias, respectivamente;
e grupo 4: foi inoculado aos 28 dias com PCV2. A severidade das les6es macro e
microscopicas e quantidade de PCV2 associado as lesbes foram, significativamente,
maiores nos animais co-infectados quando comparados aos outros grupos. Esse
estudo demonstrou que M. hyopneumoniae potencializou a severidade de lesdes
associadas ao PCV2 no pulméo e linfonodos, aumentou e prolongou a presenca de

PCV2 e aumentou a incidéncia de PCVAD respiratéria.

Além da tentativa de reproduzir as manifestacdes sistémicas e respiratorias,
gue sdo as mais comuns, Opriessnig et al. (2011a) realizaram um experimento para
verificar o envolvimento de PCV2 no desencadeamento da enterite em leitbes na
fase de crescimento através da inoculacado via oral. Foram utilizados 120 leitbes SPF

de 28 dias, divididos em seis grupos: controle, PCV2 (inoculado com PCV2), LAW
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(inoculado com Lawsonia intracellularis), SALM (inoculado com Salmonella
typhimurium), PCV2-LAW (inoculado com PCV2 e L. intracellularis) e PCV2-SALM
(inoculado com PCV2 e S. typhimurium). Os animais inoculados com PCV2,
independente das co-infecgbes (2/10 PCV2, 1/10 PCV2-LAW, 3/10 PCV2-SALM)
desenvolveram PCVAD com diarreia apresentando reducdo de peso entre 14 e 28
dpi. Esses animais apresentaram les6es microscopicas nos linfonodos e tecidos
entéricos associados a presenca abundante de PCV2. Os autores concluiram que o
PCV2 pode induzir enterite, independente da presenca de outros agentes e que 0
desafio oral pode ser uma importante via, até mesmo, uma via natural de

transmissao de PCV2 em suinos na fase de crescimento.

O papel da raca de suino no desencadeamento da PCVAD, também, foi
investigado. Num levantamento em granjas da Espanha realizado por Lopez-Soria et
al. (2004) revelou uma menor taxa de mortalidade por PCV2 em Pietran puros ou
mesticos em relacdo a animais mesticos Large White e Duroc.

Opriessnig et al. (2006a) infectaram animais das racas Duroc, Landrace e
Large White com PCV2 e demonstraram uma pré disposi¢do da raca Landrace em
apresentar doencas e lesdes de PVCAD. Posteriormente, 0 mesmo grupo de
pesquisa mostrou que suinos da raca Landrace foram mais suceptiveis dos que a
Pietran ao comparar a gravidade do PCV2 associado as lesdes microscépicas
(OPRIESSNIG et al., 2009).

Questionou-se, portanto, se essas diferencas estariam relacionadas a raca
e/ou a genes que poderiam conferir resistencia ou susceptibilidade. Esse
guestionamento motivou o trabalho de Karlskov-Mortensen et al. (2008) que
identificaram duas regi6es do genoma do suino, que contem genes ligados ao
aumento da susceptibilidade a PCVAD. No entanto, mais trabalhos precisam ser

realizados para confirmar esses resultados.

Estudos demonstraram que imunoestimulacdo, através da vacinacdo dos
suinos para outros agentes (M. hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae,
PRRSV e Peste suina Classica), o uso de alguns adjuvantes vacinais (como o base-
0leo) e o0 uso de drogas imunossupressoras, podem prolongar a viremia e
potencializar a replicacdo do PCV2 resultando em aumento da severidade da
PCVAD (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; GILLESPIE et al., 2009; GRAU-
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ROMA; FRAILE; SEGALES, 2011). No entanto, o real impacto da imunomodulagéo,

ainda é muito controverso.

Krakowa et al. (2001) estimularam o sistema imunoldgico de leitdes,
inoculados com PCV2, com keyhole limpet haemocyanin em adjuvante incompleto
de Freund’s (KHL/AFI). Os autores reproduziram manifestagdes clinicas e lesGes
macro e microscépicas de PCVAD, concluindo que a ativacdo do sistema
imunologico € um componente importante para o desencadeamento da PCVAD pelo
PCV2. Por outro lado, Ladekjaer-Mikkelsen et al. (2002) tentaram, sem sucesso,

associar a imunoestimulacéo ao desencadeamento da PMWS em leitdes SFP.

O gendtipo é outro fator que tem sido associado ao desencadeamento e
severidade da PCVAD. Estudos epidemioldgicos indicam que, atualmente, o
gendtipo PCV2b é o mais prevalente nas infec¢cdes que ocorrem naturalmente. Isto
seria um indicativo de que o PCV2b poderia ser mais virulento que o PCV2a.
Entretanto, os resultados de estudos experimentais ndo sdo conclusivos para
suportar a hipotese de que o PCV2a e PCV2b diferem em patogenicidade, pois nédo
demonstraram grandes diferencas na viruléncia em suinos gnotobidticos e
convencionais experimentalmente infectados (OPRIESSNIG et al., 2008a; GRAU-
ROMA; FRAILE; SEGALES, 2011; TRIBLE; ROWLAND, 2012; OPRIESSNIG et al.,
2012a).

Hasslung et al. (2005) compararam dois isolados de PCV2 com intuito de
determinar a importancia da viruléncia do agente no desencadeamento de PCVAD.
Os autores relataram diferenca entre os isolados, sendo o in6culo S-PCV2 mais

virulento.

No entanto, Opriessnig et al. (2006b) realizaram um experimento com o0
objetivo de comparar a sequéncia e a patogenicidade de isolados de campo
oriundos de casos de PCVAD clinico e subclinico. Os autores utilizaram 42 animais
SPF de 49 dias de idade, distribuidos em trés grupos: grupo 1 (controle-inoculado
via intra-muscular com salina), o grupo 2 inoculado com PCV2-4838 (isolado de um
animal sem evidencia de PCVAD) e o grupo 3 inoculado com PCV2-40895 (isolado
de um animal com PCVAD sistémica). A identidade entre os dois isolados era de
98,9 %, sendo nove na ORF2 e duas na ORF1. Os animais inoculados com PCV2-

4838 tiveram um namero de cépias de PCV2 no soro significativamente maior aos 7
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dpi, que diminuiu aos 14, 21 e 28 dpi, quando comparado com os leitbes do outro
grupo inoculado. As lesdes microscépicas nos tecidos linféides foram menos
severas e a quantidade de PCV2 associado as lesdes foram menores nos animais
inoculados com PCV2-4838. Os autores concluiram que isolados de PCV2 dos

Estados Unidos diferem na viruléncia.

Para determinar a dindmica de infec¢cdo e patogenicidade de dois isolados
do PRRSV com os dois genoétipos de PCV2 (PCV2a e PCV2b), 0 mesmo grupo
(OPRIESSNIG et al., 2012a) co-infectaram suinos com PCV2a e/ou PCV2b e dois
isolados de PRRSV (NC16845b e VR-2385). A co-infeccdo com PCV2 de ambos os
gendtipos resultou em lesdes macro e microscopica, significativamente, mais grave
no pulmao e uma forte resposta imunolégica contra PRRSV, quando comparado aos
animais infectados somente com PRRSV. Entretanto, o grupo de animais inoculados
com o PCV2a apresentou uma maior média de temperatura retal com 9 dpi
comparado aos animais infectados com PCV2b, associado a um atraso na resposta

de anticorpos anti-PCV2 nesses animais.

Sinha et al. (2011) realizaram um estudo experimental para determinar o
efeito do PRRSV na viremia e nas caracteristicas de eliminacdo dos virus em
infeccbes associadas ao PCV2a e PCV2b. Nao houve diferenca na eliminacéo viral
em ambos 0s grupos, indicando que ndo ha nenhuma interacdo genotipo-especifica
com o PRRSV utlizado no estudo. A infeccdo por PRRSV prolongou,
significativamente, a presenca de DNA do PCV2 no soro e aumentou a quantidade

de virus eliminada nas secregdes orais, nasais e fecais entre 28 e 70 dpi.

Além da associacao ao genétipo, tentou-se verificar se a patogenicidade néao
estaria vinculada as mutacfes em regides especificas e que ndo necessariamente

estariam envolvidas na discriminacdo dos genatipos.

Fenaux et al. (2004a) inocularam leitdes de 21 dias SPF com PCV2 isolado
(VP1) e PCV2 apos 120 passagens (VP120). O VP120 apresentou duas mutacdes
de aminoécidos, localizadas nas posi¢cdes 328 (C328G) e 573 (A573C). Foi
detectada viremia em 9/10 e em 4/10 animais inoculados com PCV2/VP1 e
PCV2/VP120, respectivamente. A duragdo média da viremia foi de trés semanas e
uma semana e meia para PCV2/VP1 e PCV2/VP120, respectivamente. Além do
tempo e numero de animais, 0 hiumero de céopias genémicas de PCV2 no soro do

grupo inoculado com PCV2/VP1 foram mais elevados quando comparados com 0s
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animais do grupo inoculado com PCV2/VP120 (P <0,0001). As lesbes
macroscopicas e histopatolégicas observadas nos animais inoculados com
PCV2/VP1 foram mais severas aos 21 e 42 dias (P=0,0032 e P=0,0274,
respectivamente). Os autores concluiram que as mutacdes na regido do genoma
que codificam proteinas do capsideo de PCV2, apesar de resultarem em maior

capacidade de crescimento de PCV2 in vitro, o atenuou in vivo.

A resposta imune humoral, também tem um papel importante na modulacao
do curso da infeccdo do PCV2. A observacéo da relacdo entre o inicio da resposta
ativa e a infeccdo de PCV2 por Meerts et al. (2005) demonstrou que anticorpos
neutralizantes para PCV2 sao detectados 15 dias apés infeccdo em animais que
apresentam alta taxa de replicacdo viral. Portanto, ha uma relacédo entre a auséncia
ou atraso da producédo de anticorpos neutralizantes e o aumento da replicacéo viral
em animais infectados experimentalmente. Ainda, segundo Ostanello et al. (2005), a
disseminacgéo e persisténcia do virus nos tecidos dependem do titulo de anticorpos

anti-PCV2 no momento da inoculacéo e/ou infeccéao.

Além dos varios aspectos descritos anteriormente que podem de forma
direta e/ou indireta interferir no curso da infeccdo por PCV2, um estudo de meta-
andlise de trabalhos publicados até 2007 de infeccdo experimental realizado por
Tomas et al. (2008) apontou outros fatores que interferem no desencadeamento da
PCVAD. Os autores analisaram 44 trabalhos e verificaram que o sucesso em
reproduzir a PCVAD experimentalmente estd associada a: i) uso de animais
privados de colostro, ii) inoculagdo dos animais antes das trés semanas de idade, iii)
altas doses de inéculo, além do iv) subtipo de PCV2 inoculado e v) co-infec¢des, ja

discutidos acima.

Portanto, a diversidade de fatores que interferem, mesmo em condi¢cdes
controladas (infeccdo experimental), mostra claramente a complexidade da
patogenia do PCV2, em que multiplos fatores podem interferir no curso da PCVAD.
Uma vez que a PCV ocorre no Brasil, torna-se importante o entendimento da

transmissao e patogenia dos virus que circulam no rebanho brasileiro.
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OBJETIVOS

Verificar a infectividade do isolado brasileiro de PCV2 em animais infectados

experimentalmente;

Verificar a transmissao horizontal do isolado brasileiro de PCV2 em animais

infectados experimentalmente;

Avaliar a patologia do isolado brasileiro nos animais infectados

experimentalmente;

Avaliar a resposta imune humoral nos animais infectados experimentalmente

com o isolado brasileiro;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 FLUXOGRAMA DO EXPERIMENTO

Nove leitbes mesticos, de ambos o0s sexos (sendo trés fémeas e seis
machos castrados) com idades variando entre 49 e 51 dias e negativos para PCV2
através da técnica de PCR e com titulos de IgG anti-PCV2 proximos a 0,3
quantificado pelo ELISA de captura, foram selecionados para compor o experimento,
realizado nas instalagbes do Setor de Suinocultura do Departamento de Zootecnia
Diversificada do Instituto de Zootecnia na cidade de Nova Odessa, S&o Paulo.

Os leitdes foram divididos, aleatoriamente, em trés grupos com trés animais
cada: o grupo G1 formado por animais que receberam trés inoculacfes, o grupo G2
formado por animais néo inoculados que permaneceram na mesma baia do Gl e o
grupo GC que foram mantidos em um galpédo separado de G1 e G2, como grupo

controle, conforme demonstrado no quadro 1.

Quadro 1 - Descricbes da divisdo dos suinos em grupos e 0S respectivos tratamentos
utilizados no experimento

Grupo Identificacdo animal Tratamento
722
G1l(n=23) 727 Inoculados em 0, 2 e 4 dpi
729
721
G2 (n=3) 737 N&o inoculados, contactantes de G1
738
719
GC (n=3) 724 Controle negativo para PCV2
742

Durante o periodo de 42 dias de experimento, os animais foram mantidos no
sistema de criacdo em cama sobreposta de maravalha (Figura 1). A desinfeccdo e
controle de insetos foram realizados com o uso de Virkon-S® (Du Pont) e Colosso
Pulveriza(;éo® (Ouro Fino). Os animais receberam racdo adequada para cada fase

(Apéndice A), seguindo normas do NRC (1998) e agua ad libitum.
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Figura 1 - Animais alojados nas baias de alvenaria com
cama de maravalha no galpdo inferior do
Instituto de Zootecnia em Nova Odessa

|
lul",'”

nln.

Diariamente foi realizada a inspecao geral dos animais para anotar dados
referentes as manifestacdes clinicas e avaliar o desenvolvimento adequado dos
mesmos. Semanalmente foram coletadas amostras de sangue dos trés grupos e
suabes de fezes e de secrecbes nasais do G1 e G2 para posterior realizacdo de

testes laboratoriais, conforme fluxograma no apéndice B.

Aos 91 dias de idade os animais do G1 e G2 foram eutanasiados e
coletados tecidos para posterior analise laboratorial. Os animais do GC
permaneceram até os 120 dias de idade como controle negativo para infeccdo de
PCV2, ndo sendo eutanasiados. Em decorréncia disto, ndo foram obtidos resultados

referentes a andlise dos tecidos do GC.

3.2 INOCULO

Os animais foram inoculados com o isolado brasileiro de PCV2, que foi
cedido e quantificado por PCR em tempo real pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr.

Jodo Pessoa Araudjo Junior do Departamento de Microbiologia e Imunologia do
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Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho —
UNESP, campus Botucatu.

O isolamento foi realizado em célula ST, sendo confirmado através de PCR
em tempo Real (procedimentos realizados na UNESP/Botucatu). O DNA do indculo
foi extraido (3.5.1) e sequenciado (3.5.4). O sequenciamento permitiu realizar uma
arvore filogenética e classificar o isolado em PCV2b.

O in6culo também foi testado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR do
inglés Polymerase Chain Reaction) para os seguintes agentes: parvovirus suino
(PPV), Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida e Mycoplasma

hyopneumoniae, conforme descrito no apéndice C.

Os trés leitdes do G1 foram inoculados aos 49 dias de idade com 3 mL do
isolado brasileiro de PCV2b (4,89 x 10° particulas virais/mL) via intra-nasal conforme
demonstrado na figura 2. O momento da inoculacéo foi determinado pelo titulo de
IgG dos animais através do ELISA de captura.

Figura 2 - Linha do tempo representativa do experimento
Dias apo¢s-inoculacao
|

[

|
0O 7 14 21 28 35 42

L Y Y

7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91
J

¥
Dias de idade

As barras verticais em preto (|) indicam os dias em que os animais foram inoculados (aos 49, 51 e 53

|

dias de idade); a barra vertical em amarela ( ) indica 0 momento da eutanasia

3.3 MANIFESTACOES CLINICAS

Dados referentes as manifestacdes clinicas foram coletados diariamente

conforme discriminado no quadro 2. Outros eventuais sinais clinicos relacionados a
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distUrbios do sistema nervoso, como tremores, desordens locomotoras e convulsdes,

e de pele foram anotados.

Quadro 2 - Descricdes das manifestacdes clinicas apresentadas pelos suinos submetidos aos
diferentes tratamentos durantes o experimento

Dados referentes a 0 1 2 3
Alteracao das fezes Normal Moles Aquosas | @ -
Alterac&o da Normal Dls_pne!a ou Dlspnela ou Dlspnela ou

e taquipneia leve taquipneia taquipneia
respiracao
moderada severa
Tosse Ausente Leve Moderada Severa
Mucosa oral Rosea Palida Ictérica Cianética

3.4 AMOSTRAS

3.4.1 Soro e suabes

A coleta de sangue foi realizada semanalmente, com os animais sedados
(Destress® a 1 mg/Kg), através da puncdo da veia jugular e/ou veia cava cranial,
com o0 sangue sendo armazenado em tubo de polipropileno para retracdo do
coagulo. As amostras foram conservadas sob refrigeracédo (cerca de 4 °C) até serem
processadas. No laboratorio, as amostras foram centrifugadas a 2000 x g por 10
minutos a 20 °C e os soros foram aliquotados em microtubos de 1,5 mL e

armazenados a —20 °C.

As amostras de fezes e secrecdes foram coletadas utilizando suabes com
ponta de rayon friccionado na ampola retal e nas mucosas, respectivamente. Estes
foram colocados em tubo contendo meio de Stuart e armazenada sob refrigeracéo.
No laboratorio, os suabes foram transferidos para microtubos de 1,5 mL, contendo 1
mL de TE (10 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH8,0) e, posteriormente,

armazenados a -20 °C até o momento de sua utilizag&o.
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3.4.2 Tecidos

Apés um jejum de 12 horas, a eutanasia dos animais do G1 e G2 (n = 6) foi
conduzida com tranquilizacéo utilizando Azaperona (Destress®) de 0,1mL/kg via
intramuscular e anestesia geral com 10 mg/Kg de pentobarbital sédico intravenoso a
2,5 % (Thiopentax®) seguida da aplicacdo de 40 mL cloreto de potassio a 19,1 %

intravenoso.

Durante a necropsia foi realizado um exame completo em todos os 6rgaos.
As lesdes anatomopatoldgicas foram comparadas com as descritas no quadro 3
(OPRIESSNIG et al.,, 2004). Amostras de pulméo, figado, baco, rim, intestino
(duodeno, jejuno e ileo), linfonodos (mesentérico, inguinal e mediastino) foram
coletadas. Estes 6rgdos foram separados em aliquotas e congeladas a — 20 °C para
posterior extracdo de DNA (item 3.5.1), sendo os 6rgaos linféides também fixados
em formalina tamponada a 10 % para analise patolégica (itens 3.5.5).

Quadro 3 - Descricdes dos achados anatomopatoldgicos observados durante a necropsia dos
suinos submetidos a diferentes tratamentos no experimento (OPRIESSNIG et al.,

2004)
Orgaos Descricdo dos achados anatomopatoldgicos
Pulméo N&o colapsados, firmes, partes escurecidas e regides hemorragicas.
Figado Mosqueado, diminuicao dos lébulos, palido e aumento de tecido conjuntivo.
Linfonodos Aumento de tamanho e palidos na superficie do corte.
Baco Aumentado, ndo congesto e carnoso na superficie do corte.
Rim Focos brancos na superficie subcapsular, palidez e aumento de volume.
Intestino Regibes hiperémicas, regifes dilatadas e ulceracdes.
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3.5 METODOS LABORATORIAIS

3.5.1 Extracdo de DNA

Para extrair o DNA dos tecidos foram utilizados 100 uL da solucdo a 20 %
(Peso/Volume) em TE, para que todas as extracdes partissem de uma mesma

massa (20 mg), otimizando os resultados da PCR quantitativa.

O DNA das amostras de soro, tecido e suabes foi extraido utilizando o

protocolo de Proteinase K e fenol:cloroférmio, descrito a seguir.

Foram adicionados 500 uL de solucao de lise (Tris-HCI pH 8,0 10 mM; NaCl
100 mM; EDTA 25 mM, pH 8,0; Duodecil Sulfato de Sédio 1 % e 10 uL de
Proteinase K a 20 mg/mL) a 100 uL de amostra. O material foi homogeneizado e
incubado a 56 °C por 2 horas. Em seguida, foram adicionados 250 uL de fenol e 250
uL de cloroférmio, homogeneizado e centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos 4 °C.
O sobrenadante foi transferido para outro microtubo de 1,5 mL contendo 400 uL de
propanol. Apés a homogeneizacdo, as amostras foram mantidas a -20 °C por duas
horas.

ApoOs este periodo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 25
minutos a 4 °C. O sedimento foi suspenso em 900 uL de etanol a 70 %, centrifugado
a 12.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado por inverséo e o
sedimento seco em banho-seco (Thermolyne Type 16500, Dri Bath) a 56 °C por 10
minutos. Por fim, o DNA foi suspenso em 30 uL de TE e incubado em banho-seco a
56 °C por 15 minutos. As amostras com DNA extraido foram armazenadas a —20 °C

até a sua utilizacao.

3.5.2 PCR qualitativa (PCR)

As amostras de soro, suabes e tecidos foram testadas para o gene da f3-

actina pela PCR com o intuito de descartar falso negativo. As amostras de soro,
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coletadas durante o periodo dos sete aos 42 dias de idades, foram testadas por
PCR para deteccédo de PCV2 para monitorar a circulagéo viral nos animais durante

esse periodo antes da inoculacao.

As amplificagbes para B-actina e PCV2 foram conduzidas em um volume
final de 25 yL contendo 2,5 pL de DNA extraido, 12,5 yL de DreamTaq™ Green
PCR Master Mix (2X) (Fermentas, EUA), 10 pmol de cada primer (senso/antisenso),
especifico para cada gene alvo (quadro 4) e 8 puL agua livre de DNAse g.s.p. Os

controles negativos da reacdo e da extracdo consistiram de agua ultrapura estéril.

Quadro 4 - Descrigdo dos pares de primers das PCRs utilizadas no experimento. Sequéncias de
nucleotideos e os respectivos valores dos tamanhos dos fragmentos amplificados

Deteccao Primers* Sequéncia 5’ - 3’ (nt) Fragmento
. AC1l TGA GAC CTT CAC GCC
B-actina 850 bp
AC2 ATC TGC AAG GTG GAC
Fa ATT ACC AGC AATACCCCGT
PCV2 467 bp
Ra CAA CCC TCC TAC CAC TCC

*|dentificacdo pessoal dos primers

As amplificacdes foram realizadas em termociclador automético modelo
PTC-200 (Peltier Thermal Cycler MJ Research), nas condi¢des descritas no quadro
5.

Quadro 5 — Condicdes utilizadas para amplificar os fragmentos dos genes de PCV2 e (3-actina

Desnaturacéo ) Desnaturacéo Hibridacdo dos ) )
Deteccéo o Ciclos ) Polimerizacéo Extenséo
inicial de DNA Primers
B-actina 94 °C/ 3 min. 50 94 °C/10 seg. 55 °C/10 seg. 72 °C/10 seg. 72°C/10 min.
PCV2 95 °C/ 5 min. 40 95 °C/1 min. 52 °C/30 seg. 72 °C/30 seg. 72°C/10 min.

As amostras de soro coletadas dos animais aos 49 dias de idade foram
testadas por PCR para: PPV, B. bronchiseptica, P. multocida e M. hyopneumonia
para confirmar a auséncia desses co-agentes nos animais, 0S quais poderiam
interferir no experimento. As PCRs para cada co-agente estdo descritas no apéndice
C.
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A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada através de
transiluminag&o do gel de agarose a 1,5 % em luz ultravioleta, ap0s sua coloracdo
em uma solucdo de brometo de etideo a uma concentracdo de 0,5 pg/mL
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). O tamanho do fragmento amplificado foi
comparado a um padrdao de 100 pb (Invitrogen, USA), sendo fotodocumentado e
analisado através do Ingenius, Syngene Bio Imaging.

3.5.3 PCR quantitativa (PCRQ)

3.5.3.1 Construcao do plasmideo recombinante

Para a obtencdo do plasmideo recombinante utilizado na construcdo da
curva padrao da PCR quantitativa, os primers SybPCV2F e SybPCV2R, descritos no
quadro 6, foram utilizados para gerar um amplicon de 145 pb (pares de bases) da
ORF2 do PCV2.

A reacdo para a obtencao do amplicon foi conduzida em um volume final de
25 pL contendo 2,5 uL de DNA de uma amostra de controle positivo para PCV2,
12,5 yL de DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2 X) (Fermentas, EUA), 10 pmol de

cada primer (senso/antisenso) e 8 uL agua livre de DNAse g.s.p.

Quadro 6 - Descri¢do dos pares de primers utilizados na PCR quantitativa de PCV2. Sequéncias
de nucleotideos e o valor do tamanho do fragmento amplificado

Deteccdo | “Primers*” Sequéncia 5 - 3’ (nt) Fragmento

SybPCV2F | ATA ACC CAG CCC TTC TCC TAC C
PCV2 145 pb
SybPCV2R | GGC CTA CGT GGT CTA CATTTC C

*|dentificacdo pessoal dos primers

As amplificacbes foram realizadas em termociclador PTC-200 (Peltier
Thermal Cycler MJ Research, Bio-Rad, EUA), nas condi¢cdes descritas a seguir: 95
°C/ 5 min., seguido de 29 ciclos (94 °C/30 seg., 53 °C/30 seg. e 72 °C/ 30 seg.) e

uma extensao final a 72 °C/5 min.
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Apés a visualizagdo deste fragmento em gel de agarose a 1,5 %, o kit
InsTAclone™ PCR Cloning (Fermentas, USA) foi usado para a purificacdo. A
insercdo do fragmento no vetor de clonagem pTZ57 (InsTAclone™ PCR Cloning kit,
Fermentas, USA), na regido lacZ, foi realizado seguindo o protocolo do fabricante.
Apos a insercao, células competentes da linhagem JM 109 de Escherichia coli foram
transformadas adicionando-se 2,5 yL da reagao de ligagao (plasmideo + inserto) a

50 uL de célula competente seguido de incubacdo em gelo por 5 minutos.

Posteriormente, foi realizado o plagueamento de 25 pL de células
transformadas em Meio Luria-Bertani (LB: 1 % Triptona, 0,5 % extrato de levedura, 1
% de cloreto de sodio) com ampicilina (100 pg/mL), 40 pL de XGal a 20 mg/mL (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) e 40 puL IPTG a 100mM (isopropyl-
beta-D-thiogalactopyranoside) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Estas placas foram

incubadas aproximadamente 18 horas a 37 °C.

As colbnias recombinantes foram selecionadas, inoculadas em meio LB com
ampicilina (100 ug/mL) e o DNA plasmidial, com inserto, foi extraido com o kit
NucleoSpin® Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel, Alemanha). A confirmacéo da

obtencdo do DNA plasmidial recombinante foi feita através de sequenciamento.

3.5.3.2 Construcao da curva padrao e quantificacdo absoluta

O DNA plasmidial contendo o inserto de 145 pb foi quantificado por meio de
um espectrofotdmetro a 260 nm (Nanodrop 2000c Spectrophotometer®, Thermo
Scientific), sendo realizadas diluicdes seriadas na base de 10 para a construcdo da
curva padréo. A concentracdo do DNA viral foi definida através da soma das massas
em gramas do inserto e do vetor (disponivel online em:
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html), convertida em nimero de

copias de DNA por microlitro, através da formula descrita no apéndice D.

Desta forma, estas diluicdes obtidas foram convertidas em nimero de copias
de alvo e empregadas como padrdo para a quantificacdo das amostras coletadas,
sendo também aplicadas para a avaliacdo da sensibilidade de deteccdo da PCR em

tempo real.
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A curva-padréo foi utilizada para calcular o coeficiente angular da reta
(slope), composta pelos pontos da curva. Este dado foi utilizado para calcular a
eficiéncia da amplificacéo (¢). Uma alta eficiéncia esta associada a uma inclinacao
de, aproximadamente, 3,32 para cada diluicdo de 10 do alvo (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2005; TOO, 2003). Slope de -3,3 relaciona-se a uma eficiéncia de
100 % indicando que o numero de moléculas amplificadas dobra a cada ciclo da
PCR quantitativa (KUBISTA et al., 2006).

3.5.3.3 PCRq com SYBR Green

A reacdo foi desenvolvida com o uso do kit Maxima® SYBR® Green/ ROX
gPCR MasterMix (Fermentas®), conforme as instrucdes do fabricante, em um
volume final de 20 pL, contendo 10 pL Platinum® SYBR® Green, 5,2 pL de agua
destilada, 4 pL da amostra por reacdo e 0,4 uL de cada primer a 10 pmol, descritos
no quadro 6. As amplificacdes foram realizadas no aparelho One Step (Applied
Biosystems), nas condi¢cbes descritas a seguir: 50 °C / 2 min., 95 °C / 2 min., 40
ciclos (94 °C /1 min. 60 °C / 1 min. e 72 °C / 1 min.), seguidos de uma curva de
dissociacao de 95 °C a 60 °C

As reacoes foram feitas em strips com oito poc¢os cada, sendo adicionado a
cada reacdo uma diluicdo serial do DNA plasmidial padrdo, dois controles negativos
(agua ultra-pura) e as amostras de DNA a serem analisadas. As amostras ndo foram
analisadas em duplicata, entretanto todas foram repetidas, ao minimo, duas vezes
independente da reprodutibilidade dos resultados. A carga viral foi expressa através

do nimero de copias de DNA por suabe, por mililitro de soro e por 20 mg de tecido.

3.5.3.4 Limiar de deteccdo da PCRq

Para determinar o limite de deteccdo da PCR quantitativa, foi realizada a

amplificagdo do fragmento de 145 pb do genoma do PCV2 usando as diluicdes
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seriadas na base de 10 (10" a 10®) do DNA plasmidial com o inserto, em duplicatas,
conforme detalhado no item 3.5.3.3.

O limiar foi definido através da determinacao do threshold, andlise da curva
de dissociacédo e dos Ct (threshold cycle) produzidos por cada diluicdo e da curva
padrao fornecidas pelo software StepOne Real Time PCR system (Applied
Biosystems, Canada). Cinco diluicdes que apresentarem Ct entre os ciclos 18 a 31,6
foram escolhidas para serem usadas como referéncia na quantificacdo da carga viral

do PCV2 nas amostras do experimento.

3.5.3.5 Analise dos dados

Em cada amostra foi analisada a eficiéncia da reagdo, a curva de Melting
(Cm) e a curva de amplificacdo. A andlise da Cm foi realizada para avaliar a
especificidade do produto de PCRg. Para isso, a fluorescéncia das amostras foi
monitorada no final do ciclo com o aumento da temperatura, resultando na
desnaturacdo com liberacdo do SYBR® Green. O momento da queda em 50 % da
fluorescéncia, ou seja, a temperatura de melting (Tm), foi calculada pelo software

StepOne Real Time PCR system (Applied Biosystems, Canada).

A sensibilidade analitica foi definida pela amplificacdo da mais alta diluicdo
do DNA alvo quando comparado a formacédo de dimeros de primers em amostras
sem DNA (TOO, 2003). Paralelamente, a sensibilidade foi avaliada por meio do
namero de copias do produto amplificado. A partir da solu¢éo estoque foram obtidas
solucdes de diluicbes seriadas na base de 10 que foram utilizadas como padréo (de
9,7 x 10° a 9,7 x 10* copias de DNA plasmidial/uL). Essas concentracdes, com
guantidades conhecidas de DNA, foram utilizadas pelo software para efetuar a

quantificacdo de DNA alvo nas amostras teste.

Para especificidade analitica utilizou-se amostras de PCV2a, PCV2b e dos

co-agentes.

Os dados de quantificacao das diferentes amostras (soros, suabes e tecidos)
foram transformados em log da base 10 e analisados em graficos com média e

desvio padréo (por grupo) para cada momento do experimento.



47

3.5.4 Sequenciamento

Quatro amostras de tecidos linféides dos suinos do G1 e duas do G2, que
apresentaram alta carga de PCV2 pela PCRq, foram selecionadas para serem

sequenciadas.

3.5.4.1 Reacgbes de PCR para amplificagédo do genoma do PCV2

A PCR para amplificacdo do genoma do PCV2 foi conduzida com os pares
de primers descritos no quadro 7. Os quatro fragmentos, quando sobrepostos
compreendem todo o genoma do PCV2. Em cada reagdo com volume final de 25 yL
foram adicionados 12,5 uyL de DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2 X)
(Fermentas, EUA), 1 uL de cada primer (P1/P2; P3/P4; P5/P6 e P7/P8) a 10 pmol e
8 uL de dgua DNAse free g.s.p. € 2,5 uL de DNA extraido.

Quadro 7 - Sequéncia dos primers utilizados para sequenciamento de PCV2. Posicdo da regido e o
tamanho do fragmento amplificado baseado na sequéncia disponivel no GenBank (n.

acesso AF201897)
) o . o Fragmento
Primers* | Posicdo daregido alvo Sequéncia 5’ - 3’(nt) (ob)
p

116-135 TAA TCC TTC CGA AGA CGA GC

P1/P2 629
726-745 CGATCACACAGTCTCAGTAG
531-550 CAG AAG CGT GAT TGG AAG AC

P3/P4 630
1142-1161 ATG TAG ACC ACG TAG GCC TC
863-882 AGA AGC TCT TTA TCG GAG GA

P5/P6 701
1545-1564 AAG CGA ACC ACA GTC AGA AC
1360-1379 CTA GAA TAA CAG CAC TGG AG

P7/P8 621
193-214 GTT CGT CCTTCC TCATTACC

*|dentificacdo pessoal do primers

As amplificacbes foram realizadas em termociclador PTC-200 (Peltier

Thermal Cycler MJ Research, Bio-Rad, EUA), nas seguintes condi¢des: 94 °C/ 5
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min., seguido de 35 ciclos (94 °C/30 seg., 51 °C/30 seg. e 72 °C/1 min.) e uma
extensao final a 72 °C/5 min.

Os fragmentos amplificados pela PCR foram analisados através de
transiluminacédo do gel de agarose a 1,5 % em luz ultravioleta, ap0s sua coloracéo
em uma solucdo de brometo de etideo a uma concentracdo de 0,5 pg/mL
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) para verificar a presenca de banda

Unica.

3.5.4.2 Purificagao de produtos de PCR

Os produtos das PCRs foram purificados com o uso de ExoSAP-IT® PCR
Product Cleanup (USB® Products Affymetrix, Cleveland, USA), onde foram
adicionados 4 pL deste em 10 pL de produto de PCR. Em seguida foi incubado no
Termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf® a 37° C / 15 min. e inativado por
aquecimento a 80 °C / 15 min. O DNA foi armazenado a —20 °C até a sua utilizacao

ou imediatamente utilizado na reacdo de sequenciamento.

3.5.4.3 Reacédo de sequenciamento do PCV2

As amostras purificadas foram submetidas a reacdo de sequenciamento de
DNA, sendo separadas para cada primer. No volume final de 10 yL contendo 1 pL
de BigDye v.3.1 (Applied Byosystems™), 2 pL de 5x Sequencing buffer (Applied
Biosystems™) e 0,4 uL de cada primer a 10 pmol (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7 e P8)
foi adicionado 6,6 pyL do DNA alvo. As condicbes de amplificacdo foram:
desnaturacao inicial de 96 °C / 1 min., seguida de 39 ciclos de 96 °C / 15 seg., 50 °C

/ 15 seg. e 60 °C / 4 min.. As amostras foram mantidas a 4°C até a precipitagao.



49

3.5.4.4 Precipitacao

Os produtos das reacbes foram purificados por precipitacdo através do
método EDTA-Etanol. Foram adicionados 5 yL de EDTA a 125 mM e 30 uL de
etanol a 100 % em 10 yL de produto de reacado, seguido de homogeneizagdo. O
material foi incubado em temperatura ambiente por 30 minutos e centrifugado a
14.000 x g por 30 minutos a 12 °C. O sobrenadante foi descartado por inversao e 60
ML de etanol a 70 % foram adicionados, seguido de centrifugacdo a 14.000 x g por
20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado por inversao e o sedimento foi
seco em termobloco (DNA thermal cycler 480 - Perkin Elmer) & 95 °C por 5 minutos.
A reacdo precipitada foi armazenada a - 20 °C até a eletroforese de

sequenciamento.

3.5.4.5 Eletroforese de sequenciamento

Aos produtos de precipitacdo foram adicionados 10 pL de formamida
(Applied Biosystems®, USA) permanecendo em banho-seco por 2 minutos a 95 °C
para desnaturacdo, seguido de 2 minutos em gelo. Posteriormente, foram
submetidas a eletroforese em Sequenciador Automatico modelo 3500 Genetic

Analyzers (Applied Biosystems, USA).

3.5.4.6 Analise das sequéncias

A sequéncia consenso do genoma total de PCV2 de cada amostra foi obtida
através do aplicativo PhredPhrap (disponivel online em:
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). As sequéncias de nucleotideos das
amostras foram alinhadas com o auxilio do programa ClustalW implementado pelo

programa BioEdit versdo 7.0.5, sendo comparadas com a sequéncia do indculo


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
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utilizado no experimento e outras 140 sequéncias disponiveis (apéndice E) do

GenBank (disponivel online em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

3.55 ELISA

Para as amostras de soro dos suinos coletadas semanalmente foram
realizados o ELISA de captura para deteccdo de anticorpos IgG e IgM especifico
para PCV2, utilizando-se o Kit INGEZIM Circovirus IgG/IgM (Ingenasa, Espanha)
conforme instru¢cdes do fabricante. A leitura a 450 nm foi validada quando os
controles positivo e negativo apresentarem valores 20,7 e <0,3 para IgG e IGM,
respectivamente. O ponto de corte foi calculado multiplicando-se os valores das
leituras a 450 nm dos controles positivos por 0,4 e 0,3 para IgM e IgG,

respectivamente.

3.5.6 Testes HE (Hematoxilina-Eosina) e Imunohistoquimica (IHC)

Os testes de IHC e HE foram realizados pela equipe do Prof. Dr. Roberto
Mauricio Carvalho Guedes, na Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais — UFMG, Belo Horizonte. As IHC foram realizadas somente em tecidos

linféides, com o uso de anticorpos policlonais.

3.5.7. Anélise descritiva dos dados

Os resultados foram analisados através de analise descritiva, utilizando uma
medida de tendéncia central (média, procurando o melhor valor que representasse
todos os valores da pesquisa) e uma medida de variabilidade (desvio padréo, para
saber quanto os escores distavam da meédia) para comparacdo dos resultados
obtidos entre os grupos do experimento, na tentativa de identificar associagoes
relevantes com alguma varidvel. Para melhor interpretagédo foram utilizados gréficos

e tabelas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS ANTERIORES A INFECCAO EXPERIMENTAL

4.1.1 PCRq

A sensibilidade analitica foi determinada com diluicbes seriadas na base de
10 e foi de 9,7 x 10' cépias de DNA plasmidial/uL com Ct = 31,6, a qual
correspondeu & diluicdo de 10”7 do DNA padréo (Tabela 1). Para a quantificacdo da
carga viral do PCV2, foram selecionadas cinco diluicdes (10 a 10°"), considerando
um threshold igual a 1,1. As amostras que apresentaram um Ct < 30 e valores de Tm

préximos ao exibido pela curva padrao foram consideradas positivas.

Tabela 1 — Diluicdo seriada da curva padrdo, com seus
respectivos valores de Ct e numero de cépias
de DNA obtidos pela PCRq para PCV2

Diluicédo do Ct Cépias de

DNA Padrao DNA
10 15,6 9.700.000
107 18,2 970.000
10* 21,4 97.000
10° 24,2 9.700
10° 27,8 970
107 31,6 97
10°® 34,1 9.7

A analise da Cm encontra-se na figura 3, onde se observa a formacao de um
pico unico, com a Tm de 78,26 °C. A formacdo desse Unico pico demonstra a
auséncia da formacao de dimeros e/ou reacéao inespecifica.

O gréfico da curva de amplificacdo esta apresentado na figura 4 em que um
mesmo padréo de amplificacéo foi observado nas diferentes dilui¢coes.

A partir da curva padrédo (Figura 5), com as cinco diluicdes selecionadas

pode-se demonstrar a manutencéo linear dos cinco pontos da concentracdo de DNA
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padrdo, com eficiéncia de reacao (Eff) igual a 99,9 % (R?= 0,999, € = 0,99 e slope = -
3,32), confirmando o desempenho do sistema para deteccao de PCV2.

Portanto, as amostras que apresentaram um Ct < 30 e valores de Tm
proximo ao exibido pela curva padrdo foram consideradas positivas, sendo
quantificadas e seus valores numéricos inseridos nos calculos. As amostras

consideradas negativas, com Ct = 30 e/ou Tm diferente da curva, foram inseridas

com o valor 0 (zero) nos calculos.

Figura 3 - Grafico da curva de Melt da PCRq para PCV2 das diluicdes do DNA plasmidial nas cinco
diluicdes selecionadas (10° a 10™)
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Figura 4 - Grafico da curva de amplificacdo da PCRq para PCV2 das diluicbes do
DNA plasmidial (10 a 107), em ordem decrescente de diluicio
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Figura 5 - Grafico da curva padrdo da PCRq Eara PCV2 com as cinco
diluices do DNA plasmidial (10° a 107) utilizadas nas
reacdes
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4.1.2 Monitoramento dos animais

Os titulos de 1gG anti-PCV2, dos sete aos 49 dias de idade, decairam nos
nove animais do experimento. No mesmo periodo, os titulos de IgM permaneceram

negativos, conforme demonstrado nas figuras 6 e apéndice F.

Figura 6 - Média, por grupo, das leituras da densidade Optica do ELISA (INGEZIM Circovirus 1gG/IgM)
para IgG e IgM anti-PCV2 no soro dos leitBes dos sete aos 49 dias de idade
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Durante esse mesmo periodo (dos sete aos 49 dias de idade), todos os
animais foram negativos para o DNA de PCV2 através da PCR, confirmando a

auséncia de circulacao viral nos animais.

Aos 49 dias de idade, momento da inoculagdo, o soro dos animais foram
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negativos para os co-agentes testados (PPV, B. bronchiseptica, P. multocida e M.

hyopneumoniae) através da PCR.

4.1.3 Analise do in6culo

O in6culo foi negativo pela PCR para PPV, B. bronchiseptica, P. multocida e

M. hyopneumoniae, confirmando a auséncia de co-agentes.

4.2 RESULTADOS POSTERIORES A INFECCAO EXPERIMENTAL

4.2.1 Manifestacdes clinicas

A partir da segunda semana apés a inoculacdo trés animais dos grupos
G1/G2 apresentaram discretas alteragdes das fezes, como fezes pastosas. Apos
esse periodo nenhuma alteracéo foi observada em relacédo as fezes durante todo o

experimento.

Aos 21 e 28 dpi quatro animais dos grupos G1/G2 apresentaram alteracao
da respiragdo, como dispnéia leve e moderada, respectivamente. Observou-se,
também, quadro de taquipnéia moderada (Tabela 2). O animal 738 do grupo G2
apresentou moderada dispnéia durante essas duas semanas, com progressiva

melhora na semana seguinte.

Tabela 2 - ManifestacBes respiratérias observadas nos animais, submetidos aos diferentes
tratamentos, durante o periodo ap6s a infeccao

Dados referentes a alteragao respiratoria

Grupos 7 dpi 14 dpi 21 dpi 28 dpi 35 dpi 42 dpi
G1 0 0 1 2 0 0
G2 0 0 1 2 0 0
GC 0 0 0 0 0 0

*Os nameros da tabela referem-se aos seguintes escores: 0 = Normal; 1 = Dispnéia ou taquipneia
leve; 2 = Dispnéia ou taquipneia moderada; 3 = Dispnéia ou taquipneia severa.
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Manifestacbes de tosse foram progressivas em relacdo ao seu grau de
severidade no decorrer do experimento, em todos os animais G1/G2 (Tabela 3). Aos
28 dpi os animais apresentaram tosse moderada progredindo para severa aos 42

dpi.

Tabela 3 - ManifestagBes clinicas observadas nos animais, submetidos aos diferentes
tratamentos, em relagao a tosse

Dados referentes a manifestacao datosse

Grupos 7 dpi 14 dpi 21 dpi 28 dpi 35 dpi 42 dpi
Gl 0 1 1 2 2 3
G2 0 1 1 2 2 3
GC 0 0 0 0 0 0

* Os numeros da tabela referem-se aos seguintes escores: 0 = Ausente; 1 = Leve; 2 = Moderada; 3
= Severa.

N&do houve aparecimento de sinais clinicos relacionados a disturbios do
sistema nervoso, como tremores, desordens locomotoras e convulsées. Também
ndo foram observadas alteracbes dermatolégicas. A mucosa oral dos animais

permaneceu résea durante todo o experimento.

4.2.2 PCRq

Todas as amostras de DNA extraidas (soro, suabes e tecidos) foram
positivas para deteccdo do gene da B-actina através da PCR, demonstrando a
auséncia de inibidores que pudessem interferir na PCR e/ou auséncia de falhas da
extracdo do DNA. Essas amostras foram, entdo, submetidas a PCRq para deteccao
e quantificacdo do PCV2.

4.2.2.1 Soros

Os leitdes do GC permaneceram negativos para PCV2 através da PCR
durante todo o periodo do experimento e acompanhamento (até 120 dias de idade).
Ao zero dpi as amostras de soro dos leitdes foram negativas para PCV2 pela PCRg.

Nos animais inoculados (G1) foi detectada inicio da viremia nos animais 722,
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729 e 727 aos 21, 35 e 42 dpi, respectivamente. A carga viral variou de 2,97 x 10* a
3,59 x 10° copias de DNA de PCV2/mL de soro, sendo a maior carga observada aos
21 dpi. Aos 91 dpi apenas dois animais foram positivos (729 e 727). O animal 722 foi
negativo na semana seguinte a deteccdo do PCV2 em seu soro, permanecendo

negativo até o final do acompanhamento (Apéndice G)

Nos animais contactantes (G2) somente o animal 738 entrou em viremia no
final do experimento (42 dpi), onde apresentou 8,7x10° cépias de DNA de PCV2/mL
de soro (Apéndice G).

A média e desvio padrao da carga viral de PCV2 presente nos soros de cada
grupo encontram-se na figura 7, onde a maior média observada foi aos 42 dpi para o
grupo G1l. O desvio padrdao aparece com um grande intervalo, devido alta
variabilidade dos dados e a insercdo do valor zero para os animais considerados
negativos. O maior intervalo observado em G1 aos 21 e 42 dias e no G2 aos 42 dias
teve interferéncia do numero de animais negativos que foi de 2, 1 e 2,

respectivamente.
Figura 7 - Gréfico de média e desvio padrdo da carga viral de PCV2
encontrada nas amostras de soro do G1 e G2
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4.2.2.2 Suabes

Nos suabes fecais dos animais do G1 o DNA viral do PCV2 foi encontrado

nos animais 727 e 729, apenas aos 21 dpi, onde a carga viral encontrada foi de
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2,90x10* e 4,49x10* coépias de DNA/suabe, respectivamente. No G2, ndo foi

detectada a presenca do virus nas fezes (Apéndice H).

Nas secrecdes nasais o DNA viral somente foi encontrado aos 21 dpi em

ambos os grupos, em um animal do G1 (729) e dois animais do G2 (737 e 738),

apresentando carga viral de 1,60x10%, 1,98x10* e 3,71x10* cépias de DNA/suabe,

respectivamente (Apéndice I).

A média e desvio padrdo da carga viral de PCV2 presente nos suabes

nasais e fecais de cada grupo encontram-se na figura 8, onde a maior média viral

observada foi nos animais do G2 aos 21 dpi nos suabes nasais. O desvio padrao

aparece com um grande intervalo, devido alta variabilidade dos dados e a insercao

do valor zero para os animais considerados negativos. O maior intervalo observado

nos suabes nasais em ambos 0s grupos e nos suabes fecais do G1 aos 21 dias,

teve interferéncia do numero de animais negativos que foi de 2, 1 e 1,

respectivamente.

Figura 8 - Gréfico de média e desvio padrdo da carga viral de PCV2 encontrada nas amostras de

suabes nasais e fecais do G1 e G2.

== G1

= G2

IS
1

N
h

Log10 de copias de DNA
de PCV2/suabe nasal

0 7 14 21 28 35 42

Dias apés a inoculagio

4.2.2.3 Tecidos

Log10 de copias de DNA

de PCV2/suabe fecal

N
h

~
I

= G1

= G2

14 21 28 35 )

Dias ap6s a inoculagio

O DNA viral do PCV2 foi encontrado em quase todos os 6rgdos do animal

722 do G1, exceto no figado. Nos outros dois animais (727 e 729), o DNA viral foi

encontrado nos linfonodos (mesentérico, mediastinico e inguinal) e no pulméo. A
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carga viral variou de 1,63x10* a 2,71x10° coépias de DNA viral/l20 mg de tecido,
sendo a maior carga observada no linfonodo mediastino do animal 727 (Apéndice J).

Em apenas um animal do G2 (738) foi detectado a presenca de DNA viral
nos tecidos, como baco, linfonodos inguinal e mediastinico, figado, pulméo e ileo,
com variacéo da carga viral entre 3,77 x 10' a 2,86 x 10° cépias de DNA viral/20 mg

de tecido.

A média e desvio padrao da carga viral de PCV2 dos tecidos linféides e ndo
linféides de cada grupo encontram-se na figura 9. A carga viral variou de 3,77x10* a
7,58x10° e de 9,46x10" a 2,86x10° cépias de DNA viral/20 mg de tecido no tecidos
ndo linféides e linfoides, respectivamente. A maior média de carga viral foi
observada nos 6rgaos linféides de ambos os grupos. O desvio padrdo aparece com
um grande intervalo, devido alta variabilidade dos dados e a insercao do valor zero

para os animais considerados negativos.

Figura 9 - Grafico de média e desvio padrdo da carga viral de
PCV2 encontrada nas amostras de tecidos do G1 e
G2
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4.2.3 Analise das sequéncias de nucleotideos e aminoéacidos

As sequéncias, do indculo (Isolado_9) e de uma amostra que corresponde a
quatorze passagens anteriores a do inoculo utilizado (Isolado_8), foram alinhadas

com outras 140 sequéncias de PCV2 disponiveis no GenBank. Através dessa
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andlise, foram observadas duas substituicdes de nucleotideos (Tabela 4), que nao
foram verificadas em nenhuma das sequéncias do GenBank analisadas. Ambas as
mutacBes foram sinbnimas, ou seja, sem substituicho de aminoacidos. Essas
mutacdes foram utilizadas como um marcador do isolado brasileiro para confirmar a

infecgao e transmiss&o nos animais.

Tabela 4 - Cddons e suas respectivas posicdes onde foram observadas substituicdes de
nucleotideo (sublinhado) nas sequéncias entre o inéculo e as recuperadas
dos suinos infectados com PCV2

Posicéo S Tipo de Substituicao
do Sunbusgllélélt(%ggode substituicédo de de

codon* nucleotideo aminoacido
859 GTT - GTC Transicao Nao teve
1288 CTC - CTT Transicao Nao teve

*Posicao do nucleotideo que inicia o cddon.

Do total do genoma do PCV2, foram obtidos 1520 nt das amostras de
tecidos linféides dos animais do experimento, sendo quatro amostras do G1 (uma
amostra do animal 722, uma do animal 729 e duas do animal 727) e duas do G2
(amostras do animal 738). A matriz de identidade entre a sequéncia do in6culo
utilizado (Isolado_9) e as obtidas nas amostras dos animais do experimento variou
de 99,7 a 100 % (Apendice M).

As sequéncias obtidas das amostras dos tecidos dos animais, também,
foram alinhadas com as mesmas 140 sequéncias de PCV2 do Genbank utilizadas
na analise do inoculo. As localizacbes das mutacdes nas posicdes 859 e 1288 estao
demonstradas nas figuras 2 e 3 (Apéndices N e O) em apenas 50 sequéncias, que

foram selecionadas por representar a diversidade entre os genotipos de PCV2.

Observou-se que a mutacdo que ocorreu na décima quarta passagem do
isolado brasileiro (sequéncia Isolado 8) no cédon 859, ausente no inoculo
(sequéncia Isolado_9), foi observada nas sequéncias extraidas das amostras dos

animais do experimento, inclusive no animal do grupo contactante (Apéndice N).

A mutacdo observada no codon 1288 foi observada em ambas as

sequéncias das passagens do isolado brasileiro (sequéncia Isolado_8 e sequéncia
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Isolado_9) e nas amostras dos animais, incluindo o animal do grupo contactante
(Apéndice O).

4.2.4 ELISA

Semanalmente, apds a inoculacao, foram realizados ELISAs para deteccao
de 1gG e IgM anti-PCV2 nos animais dos trés grupos. Os niveis de IgG
permaneceram baixos depois da inoculacdo, mantendo-se assim até o 28 dpi. Aos
35 dpi e 42 dpi, um (722) e dois (722 e 729) animais do G1, respectivamente,
apresentaram aumento dos titulos de 1gG, ndo sendo o suficiente para demonstrar a
ocorréncia de uma soroconversao (Figura 10 e Apéndice F). Durante o periodo
experimental (0 aos 42 dpi) nenhum animal foi positivo para IgM conforme

demonstrado na figura 10 e apéndice F (planilha com os dados do periodo).

Figura 10 - Média por grupo, das leituras de densidade éptica do ELISA (INGEZIM Circovirus
IgG/IgM) para IgG e IgM anti-PCV2 no soro dos leitbes durante o periodo apos a

inoculacéo
IgM IgG
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4.2.5 Achados anatomopatolégicos

Nenhuma lesdo macroscopica, caracteristica de infeccdo por PCV2, foi
observada no figado, baco, rim e intestinos dos animais inoculados e contactantes
(Figura 11). N&o foi observada lesdo ou alteragdo anatdbmica nos seios nasais,

coracéo e estdmago.
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Figura 11 - Aspectos dos 6rgdos do animal 727 do G1 demonstrando auséncia de alteracdes
anatomopatoldgicas durante a necropsia

* A= Baco; B1 = Duodeno; B2 = Jejuno; B3 = ileo; C= Rim; D = Figado

Os linfonodos permaneceram normais a ligeiramente aumentados na maioria
dos animais de ambos os grupos. Os pulmdes apresentaram-se nao colapsados,

sem regides hemorragicas ou necraticas (Figura 12).

Figura 12 - Aspecto do pulmdo do animal
727 do G1 com auséncia de
regides hemorragicas,
necroticas e nado colapsados
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4.2.6 HE e IHC

Nenhuma alteracdo microscoépica caracteristica de infeccdo por PCV2 foi
observada nos tecidos linféides (baco, linfonodos mesentéricos, mediastinico e

inguinais) dos animais do G1 e G2 (Figura 13 e Apéndice L).

No pulmédo dos animais 722 e 729 do G1 foi observada pneumonia
intersticial moderada difusa com infiltrado linfohistioplasmocitico perivascular e
periobronquial. No figado do animal 729 foi observado infiltrado perivascular
linfocitico focal moderado. No entanto, nenhuma das lesbes sé@o caracteristicas de

PCVAD quando h& auséncia do antigeno viral (IHC negativo).

Dentre os animais nao inoculados contactantes (721, 737 e 738) foi
observado pneumonia intersticial leve a moderada com infiltrado de neutrdéfilos e
macréfagos no interior de brénquios e bronquiolos, e hiperplasia moderada de tecido
linféide associado aos bronquios. Essas lesdes, também, ndo séo caracteristicas de

PCVAD quando h& auséncia do antigeno viral (IHC negativo).

Nenhum érgao testado por IHC (baco, linfonodo mesentérico, linfonodo
mediastinico, linfonodo inguinal), dos animais de G1 e G2, apresentou marcagao
especifica para PCV2 (Figura 14).

Figura 13 - Bago de suino sem alteracao: Foliculo linfoide (A) com
arteriola centrofolicular (seta), polpa vermelha (B) e
trabécula (C). Coloragdo de hematoxilina e eosina,
100x




Figura 14 - Linfonodo de suino negativo para a técnica de imuno-
histoquimica para PCV2 contra corado com

hematoxilina. Regido cortical com os foliculos linféides

(A), tecido linféide difuso (B) e seios corticais (C), 100x

63
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5 DISCUSSAO

O PCV2 é ubiquo na populagcdo de suinos, com uma elevada porcentagem
de animais infectados clinicamente saudaveis. Por essa razdo, o diagnostico
individual de PCVAD é baseado na presenca de lesBes microscopicas associadas a
antigenos ou acidos nucleicos do PCV2 através de imunohistoquimica (IHC) ou
hibridacao in situ (OPRIESSNIG et al., 2007).

O isolamento viral ndo é feito rotineiramente, por ser demorado e nem
sempre eficaz. Diante das dificuldades de isolamento do PCV2 em culturas de
células, associado a necessidade de comprovacdo da deteccdo do antigeno viral,
tem-se priorizado estudos conduzidos com outros métodos de diagndsticos que
visam a deteccdo de antigenos ou DNA viral (McNEILLY et al., 1999; ALLAN; ELLIS,
2000; PROGRANICHNYY et al., 2000; HAMEL et al., 2000; ZANELLA, 2005).

A PCR quantitativa tem sido utilizada para identificar infecgcédo por PCV2 nos
animais, sendo uma ferramenta valiosa para a deteccdo precisa e quantitativa de
DNA viral nas amostras de soro, tecido e secrecfes (OPRIESSNIG et al., 2007). No
estudo realizado por McIntosh et al. (2009), a técnica quantitativa permitiu ainda
diferenciar infec¢éo clinica e subclinica. Os autores relataram uma maior carga de
DNA de PCV2 nos leitdes acometidos pela PCVAD (infeccao clinica) do que nos
animais com infeccdo subclinica (ROVIRA et al., 2002; LADEKJAER-MIKKELSEN et
al., 2002; BRUNBORG et al., 2004; SEGALES et al., 2005a).

No entanto, com a alta disseminacdo de PCV2 nos rebanhos, a utilizacdo de
PCR quantitativa no diagnostico de PCVAD, deve seguir alguns critérios, conforme

mostram os diferentes estudos.

Brunborg et al. (2004) compararam a carga viral detectada em amostras de
linfonodos mesentéricos e nos soros de animais infectados naturalmente com e sem
PCVAD. Os autores relataram carga viral de 10° e 10’ cépias de DNA viral/mL de

soro ou 500 ng de tecido em animais sem e com PCVAD, respectivamente.

Esse trabalho colaborou para a padronizacdo do uso da PCRg no
diagnostico de PCVAD preconizada na revisdo publicada por Opriessnig et al.
(2007). Os autores alertaram para a sensibilidade da PCR quantitativa na detec¢ao

de PCV2 e propuseram que o diagnéstico de PCVAD, por PCR(, deve-se seguir 0S
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seguintes parametros: i) negativo para PCV2 e PCVAD,; ii) positivo para PCV2 e
negativo para PCVAD com carga viral < 10° (infectado pelo PCV2, com auséncia de
sinais e lesGes caracteristicas de PCVAD); iii) positivo para PCV2 e sugestivo de
PCVAD com carga viral de 10° (infectado pelo PCV2, com sinais e lesdes sugestivos
de PCVAD) e vi) positivo para PCV2 e PCVAD, com carga viral >10 (infectado pelo
PCV2 com presenca de sinais e lesdes caracteristicas de PCVAD). Por essa razdo
tornou-se mais desejavel a utilizacdo de métodos de quantificacdo para determinar a

magnitude da infeccéo por PCV2.

A PCR quantitativa empregada neste estudo utilizou o sistema de deteccao
baseado nos corantes que se intercalam nas duplas-fitas de DNA, como o SYBR®
Green. Esse sistema, conjuntamente com os primers descritos no item 3.5.3,
amplificou um fragmento de 145 pb da ORF2. Esse produto permite uma
amplificacéo eficiente segundo Giulietti et al. (2001), que recomendam produtos de
50 a 150 pb. Adicionalmente, esses primers foram analisados no BLAST e
demonstraram ser especificos para o PCV2, permitindo a deteccdo de PCV2a e
PCV2b ndo amplificando outros virus comumente detectados em co-infec¢bes (PPV,
TTV1 e TTV2) (dados ndo apresentados).

O sistema de deteccdo baseado no SYBR® Green foi escolhido por
possibilitar a sua utilizacdo com diferentes primers (para PCV2 e outros agentes
como TTSuV1l e TTSuV2 em futuros trabalhos), menor custo para aplicacdo da
técnica e maior sensibilidade quando comparada com sondas do sistema ‘TagMan”.
Além disso, permite a analise da curva de dissociacdo indicando a especificidade
analitica do teste, evitando erros de analise, discriminando tamanhos de amplicons
de dimeros de primers (YANG et al., 2007).

Para realizacdo da analise quantitativa, para a exata quantificacdo do DNA
utilizando o SYBR® Green, fez-se necessario o uso de uma curva de calibracdo
externa baseada em DNA recombinante com a sequéncia alvo. Foi utilizado um
plasmideo recombinante com a sequéncia correspondente a ORF2 do PCV2
(145pb). A presengca do inserto foi confirmada tanto por PCR, quanto pelo

sequenciamento.

A sensibilidade do SYBR® Green foi determinada a partir da construcédo da
curva padrdo, atravées das diluicbes seriadas na base 10 do plasmideo

recombinante. As curvas de amplificagao das diluicbes escolhidas estavam entre os
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ciclos (Ct) 18 (para 9,7x10° cépias) e 31,6 (para 9,7x10" cépias), onde mantiveram
seus angulos, indicando boa eficiéncia de reacdo. Um coeficiente de correlacao
satisfatorio (R2) igual a 0,998 foi obtido entre 0 nimero de copias das diluicbes e os
valores de Ct para as cinco diluicdes empregadas (10> a 10), com um slope de -3,3
e uma eficiéncia de 99,9%, ndo havendo amplificagdo dos controles negativos. Além
disso, a curva de Melt exibiu um Unico pico com temperatura de Melt (Tm) de
78,26°C. Portanto, as amostras que apresentaram um Ct < 30 e valores de Tm
préximo ao exibido pela curva padrao foram consideradas positivas (CAVALCANTI,
2008).

Observou-se homogeneidade entre as duplicatas, demonstrando que a
padronizacdo da PCRq atendeu as expectativas da técnica, pois segundo Solano-
Gallego et al. (2007) e Cavalcanti (2008), a técnica de PCR quantitativa € altamente

precisa.

Em relacdo a qualidade da amostra, a mesma foi verificada por meio de
PCR para alvos constitutivos da célula, como por exemplo, os genes da (3-actina, -
globina e albumina (MARY et al., 2004; GILSBACH et al., 2006; KOMPALIC-CRISTO
et al., 2007). Em nosso estudo, a utilizagdo da PCR para B-actina confirmou a
auséncia de inibidores e falhas de extracdo (HOORFAR et al., 2004). Desta maneira,
as amostras extraidas do experimento foram submetidas a PCRaq.

O isolado brasileiro testado pela PCR foi negativo para os seguintes
agentes: PPV, B. bronchiseptica, P. multocida e M. hyopneumoniae. As co-infec¢des
estdo envolvidas na diversidade de manifestacdes clinicas resultantes das
associacgodes intrinsecas do PCV2 com outros agentes como virus (PPV e PRRS) e
bactérias (M. hyopneumoniae, B. bronchiseptica e P. multocida). Segundo Gillespie
et al. (2009), a co-infeccdo do PCV2 com outros agentes aumenta a incidéncia da
PVCAD e implica na ocorréncia de sinais clinicos mais severos durante o curso da
doenca. Por essa razéo, a presenca de algum desses co-agentes poderia interferir

nos resultados deste experimento.

Para dar inicio a infec¢do experimental, os animais foram monitorados para
avaliar a queda de anticorpos maternos, uma vez que anticorpos passivos
adquiridos conferem protecao contra infeccdes virais para leitdes recém-nascidos,
dependendo do titulo circulante nesses animais. Opriessnig et al. (2004)

demontraram uma correlacdo direta entre o titulo de anticorpos no colostro da porca
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e titulo de anticorpos da sua leitegada, sendo que porcas com maior quantidade de
anticorpos no soro resultaram em leitbes com maior titulos de anticorpos, que
decairam durante um longo periodo de tempo. Mckeown et al. (2005) observaram
que o nivel de anticorpos maternos para PCV2 & um importante determinante na

resposta de um leitdo a infec¢cdo pelo agente, pois quanto maior os niveis de

anticorpos maternos, maior protecéo os leitdes terao.

Diante da queda da imunidade passiva, observada apenas aos 49 dias de
idade, os animais do G1 foram inoculados. Essa demora era esperada, uma vez que
leitdes oriundos de porcas PCV2-1gG positivas, apresentam queda dos anticorpos,
atingindo niveis considerados negativos, entre quatro e 12 semanas de idade. A
soroconversao nesses leitdes, dependendo dos niveis de anticorpos passivos, pode
ocorrer apo0s 10 semanas de idade (OPRIESSNIG et al.,, 2004; GERBER et al.,
2011). Adicionalmente a queda de anticorpos, a auséncia de viremia aos 49 dias de

idade confirmou que os animais ndo se infectaram durante a permanéncia na granja.

No entanto, apesar dos anticorpos maternos conferirem protecéo, evitando a
mortalidade e desenvolvimento de sinais clinicos, ndo é capaz de evitar a infeccao
nos leitdes pelo PCV2, podendo resultar em uma soroconversao tardia (McKEOWN
et al.,, 2005; GERBER et al., 2011). Por essa razao, os trés animais do grupo
controle, permaneceram na unidade e foram monitorados até 140 dias de idade. A
auséncia de soroconversao e DNA no soro fortaleceram a auséncia de infec¢do dos

animais durante a gestacao e ap6s o nascimento.

Diariamente foi realizada a inspecdo geral nos animais para acompanhar
dados referentes as manifestacdes clinicas e avaliar o desenvolvimento adequado

dos mesmos, onde ndo foram observados sinais clinicos caracteristicos de PCVAD.

Apenas trés animais dos grupos G1/G2 apresentaram discretas alteracfes
das fezes (pastosas) na segunda semana apos a inoculacdo, ndo sendo observada
nenhuma alteracdo apos esse periodo. Essas alteracfes gastrointestinais podem
estar relacionadas com a mudanca de ambiente e consequentemente da
temperatura do galpdo (mais quente devido a utilizagdo de cama sobreposta) e a
introducdo da nova racao indicada para a fase animal, com inicio aos 49 dias
(BERSANO, 2009).
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Em relacdo aos quadros respiratorios apenas quatro animais dos grupos
G1/G2 apresentaram alteracao da respiracdo, com dispnéia leve a moderada, sendo
observado alguns quadros de taquipnéia aos 21 e 28 dpi. Apenas um animal do G2
(738) apresentou moderada dispnéia durante essas duas semanas, com progressiva
melhora na semana seguinte. As manifestacbes de tosse foram progressivas em
relacdo ao grau de severidade no decorrer do experimento, em todos 0s animais
G1/G2. Provavelmente essas alteracfes estejam relacionadas ao efeito fisico, da

cama de maravalha, exercido sobre o aparelho respiratorio superior dos suinos.

Em estudo realizado pela EMBRAPA Suinos e Aves, onde avaliaram a
respiracdo dos suinos em diferentes tipos de cama, os animais criados sobre cama
de serragem e maravalha foram os que apresentaram porcentagem de espirro e
tosse mais elevada devido a maior quantidade de particulas em suspensao no ar
(MORES, 2000). Em estudo anterior, Hoy e Stehmann (1994), observaram maior
ocorréncia de pleurite e pleuropneumonia nos suinos criados sobre cama de
maravalha sobreposta, em comparacdo com aqueles em piso metélico totalmente

ripado.

Nao houve aparecimento de sinais clinicos relacionados a distdrbios do
sistema nervoso e nem de pele. As mucosas dos animais permaneceram roéseas

durante todo o experimento.

O desenvolvimento de sinais clinicos em animais infectados apenas com
PCV2 ainda ¢é muito controverso. Kixmoller et al. (2008) infectaram
experimentalmente leitdbes com aproximadamente 27 dias de vida, observando que,
apos o inicio da viremia (10 a 26 semanas de idade), o sinal clinico predominante foi
a tosse. Uma proporcao consideravel de animais mostraram sinais de palidez e
letargia, enquanto que os sinais de diarréia e claudicacdo foram menos

proeminentes.

Por outro lado, autores confirmaram que é dificil reproduzir manifestacdes
clinicas de PCVAD em condigcbes experimentais, mesmo utilizando animais
desprovidos de colostro e soro-negativos (ALLAN et al., 2000; BOLIN et al., 2001,
OPRIESSNIG et al., 2003).

Resultados semelhantes foram observados por Ostanello et al. (2005) que

nao observaram desenvolvimento de sinais clinicos durante o experimento com
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animais experimentalmente infectados aos 21 dias de vida. Allan et al. (2007),
também, nao observaram desenvolvimento de sinais clinicos caracteristicos de

PCVAD em leitbes experimentalmente infectados aos 35 dias de vida.

Portanto, a auséncia de sinais clinicos observados no presente estudo, foi
relatada por outros autores em condigdes semelhantes (ALLAN et al., 2000; BOLIN
et al., 2001; OPRIESSNIG et al.,, 2003; OSTANELLO et al.,, 2005; ALLAN et al.,
2007), fortalecendo a hipotese da necessidade de co-fatores para o

desenvolvimento de PCVAD.

O DNA viral do PCV2 foi recuperado em quase todos os érgaos dos animais
do G1, sendo mais frequente nos 6rgéos linféides. No soro sua deteccéo foi possivel
a partir do 21° dpi, com variacdo na persisténcia entre 0os animais (21° a 42° dpi).
Nos suabes fecais e nasais dos animais desse grupo o DNA viral foi encontrado aos
21 dpi em dois animais e em um animal, respectivamente, sem grandes variagdes

na carga viral encontrada.

A deteccdo de DNA de PCV2 em secrecfes anteriormente a sua detecgao
no soro pode ser um residuo do inéculo que contaminou o ambiente, por uma
reacdo do proprio animal apds a inoculacdo. Pode ser ainda, o inéculo que foi
ingerido durante a inoculagdo, o qual foi posteriormente eliminado nas fezes.
Ressalta-se que as quantidades detectadas ndo foram maiores que 10° portanto
abaixo da quantidade detectada em animais infectados naturalmente (PATTERSON
et al., 2011).

Resultados semelhantes foram observados por Capriolli et al. (2006). Os
autores detectaram DNA do PCV2 em suabes fecais e tonsilares aos 6 dpi, de
animais inoculados via oronasal com quatro semanas de idade, ndo sendo
detectado no soro até 9 dpi. Os autores concluiram que o DNA viral detectado ao 6°

dpi nos suabes nasal e tonsilar era o inoculo.

Sibila et al. (2004), também, detectaram PCV2 nas cavidades nasais em
leitdes sem viremia. Os autores sugeriram que o DNA viral detectado nas secrec¢oes
nasais seria resultado da contaminagédo ambiental por PCV2 ndo sendo, portanto, a

eliminacao desencadeada por uma infeccédo do animal.

Aléem dos resultados semelhantes observados por outros estudos, o0s

resultados descritos por Andraud et al. (2008), fortalecem essa possibilidade. Os
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autores demonstraram que o tempo meédio necessério para um animal recentemente
infectado infectar outro animal susceptivel € de aproximadamente 18 dias em

contato na mesma baia.

Somente em um animal do grupo contactante foi recuperado DNA de PCV2
nos tecidos, sendo o Unico a entrar em viremia até o fim do acompanhamento. Esse
resultado demonstrou a transmissdo horizontal, confirmando a necessidade de

tempo maior que 18 dias observada por Andraud et al. (2008).

Considerando a padronizacdo para o uso da PCR quantitativa na deteccao
de PCV2, animais que apresentam carga viral média abaixo de 10° copias de DNA
viral sdo negativos para PCVAD. Portanto, trés animais do G1 e um animal do G2

desencadearam uma infeccao subclinica (OPRIESSNIG et al., 2007).

As maiores cargas virais encontradas por quantificacdo do PCV2, em ambos
0s grupos, foram nos tecidos linféides. Técnicas como a ISH demonstraram haver
grandes quantidades de &cidos nucléicos do PCV2 no citoplasma de macréfagos e
células dendriticas em tecidos linféides. Sua persisténcia de longa duracdo no
interior dessas células tem sido apontada como um mecanismo potencial de
disseminagédo para o PCV2 por meio do organismo (VINCENT et al., 2003;
OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).

Portanto, a auséncia de viremia anterior a deteccdo de DNA viral nos 6rgaos
observada nesse experimento pode ser resultado da disseminacdo viral utilizando

macrofagos e células dendriticas.

No presente estudo, o sequenciamento do isolado brasileiro utilizado como
in6culo e de uma amostra que corresponde a décima quarta passagem, anterior a
do in6culo utilizado, permitiu sua comparacao por meio do alinhamento multiplo das
sequéncias de PCV2 disponiveis no banco de dados de dominio publico. Esse
alinhamento apontou mutacfes pontuais, que apesar de estarem presentes no
indculo ndo foram observadas em nenhuma das 140 sequéncias utilizadas no

alinhamento. Portanto, essas mutac¢des foram usadas como marcadores.

O sequenciamento do DNA de PCV2 recuperado nas amostras dos animais
inoculados e no Unico animal contactante permitiu comparar essas sequéncias com

a sequéncia do inéculo apresentando identidade nucleotidica entre 99,7 e 100%.

Semanalmente, apds a inoculacdo, foram realizados os ELISAs dos nove
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animais para monitorar a infec¢do. Os niveis de IgG permaneceram préximos a 0,3
apos a inoculagdo, mantendo-se assim até o 28 dpi, onde apenas dois animais do
G1 apresentam aumento, ndo sendo o suficiente para demonstrar a ocorréncia de

uma soroconversdo. Nenhum animal foi positivo para IgM aos 42 dpi.

A maioria dos animais infectados experimentalmente com PCV2 por
Opriessnig et al. (2006a), soroconverteram entre 21 e 35 dpi. A idade do animal e
niveis de anticorpos maternos no momento da inoculacdo, a dose viral, a cepa viral
escolhida para o desafio, e a sensibilidade do ensaio utilizado podem influenciar na

soroconversao.

A auséncia de soroconversao pode estar relacionada a baixa carga viral
encontrada nos soros dos animais (Apéndice K). Carasova et al. (2007) relataram
gue a viremia e a subsequente resposta imune em um rebanho de suinos, estao
diretamente relacionados, onde o aumento na producao de anticorpos correspondeu
a estimulagdo do sistema imunoldgico através da replicacdo do PCV2. Segundo
Steiner et al. (2009), a infec¢do subclinica por PCV2 esta relacionada com a lenta

producado de anticorpos e fraca resposta de células T.

Alguns autores observaram que a soroconversdo em suinos convencionais,
SPF e CDCD infectados experimentalmente com PCV2 ocorre tipicamente entre 14
e 21 dpi (PROGRANICHNYY et al., 2000; BOLIN et al., 2001; MEERTS et al., 2005).
Gauber et al. (2011) em seu experimento de infec¢cdo experimental, utilizando suinos
gnotobidticos, onde avaliaram diferentes doses de desafio (baixa, média e alta)
sobre a patogenicidade do PCV2a e PCV2b, observaram que apenas 6/28 animais
soroconverteram no fim do experimento (entre 26 a 41 dpi), e que 4 desses 6

animais pertenciam ao grupo de desafio com alta dose.

Ramammorthy et al. (2011) inocularam suinos convencionais com PCV2-
selvagem e PCV2-mutante, onde foi identificado na origem de replicacdo do seu
genoma uma sequéncia de elementos de resposta interferon-estimulante (ISRE, do
inglés interferonstimulated response element). Observaram que a mutacdo da
sequéncia de ISRE claramente causou um retardo na resposta de anticorpos PCV2.
Acredita-se, que o baixo nivel de replicacdo do virus resultou na baixa producéo de

anticorpos.
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Portanto, auséncia de soroconverdo observada no experimento pode ser
resultado da baixa carga viral observada no soro, da mutagdo pontual observada no
isolado brasileiro utilizado como indculo e/ou da alta carga viral encontrada nos
tecidos linféides, uma vez que o virus pode regular a atividade das células
apresentadoras de antigenos, diminuindo a resposta de anticorpos (VINCENT et al.,
2003).

N&o foi observada nenhuma lesdo macroscopica ou alteracdo anatdomica
significativa nos orgaos avaliados durante a necropsia aos 42 dpi em ambos os

grupos.

Allan et al. (2007) ndo observaram alteracdes anatomopatoldgicas
caracteristicas de PCVAD em leitbes experimentalmente infectados aos 35 dias de
vida. Opriessnig et al. (2008b) também relataram a auséncia de alteracéo

macroscopica em suinos inoculados com PCV2 aos 28 dias de idades.

Nenhuma alteracdo foi observada nos tecidos linféides avaliados atraves do
exame de hematoxilina-eosina em ambos 0s grupos, apenas alteracbes nos
pulmbes, como pneumonia intersticial leve a moderada em quatro animais e
hiperplasia de tecidos linfoides em um animal, onde em somente dois destes foi
detectado o DNA do PCV2 pela PCRq. No figado de um animal do G1, negativo pela
PCRq, foi observado infiltrado perivascular linfocitico focal moderado.

No caso da pneumonia intersticial, enfermidades como sindrome reprodutiva
e respiratoria suina (PRRS), até onde se sabe exdtica no Brasil, influenza suina e a
Doenca de Aujeszky poderiam induzir lesGes semelhantes e a hiperplasia intersticial
€ também comum em casos de infeccdo por M. hyopneumoniae (IRIGOYEN, et al.,
1998; BARCELLOS, 2005; SOUZA, LOBATO e GUEDES, 2008). Apds a infec¢céo

experimental os animais ndo foram testados para esses outros agentes.

Atraves da IHC também néo foi observada nenhuma leséo caracteristica de
PCVAD. Apesar da alta carga viral encontrada nos tecidos através da PCRq, néo
foram encontrados antigenos PCV2 em baco e linfonodos dos animais de ambos os
grupos (>10® e <10°), sendo negativos para IHC (Apéndice L). Essa discrepancia
pode estar relacionada a sensibilidade do teste, pois segundo Brunborg et al. (2004)

s&0 necessarias cargas superiores a 10° para que a coloracdo por IHC seja visivel.
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Hansen et al. (2010) avaliaram o valor diagndstico de ambas as técnicas em
amostras de coracao de fetos, de uma granja dinamarquesa, devido ao aumento no
namero de mumificados e natimortos. Observaram que todos os fetos IHC positivos
para PCV2 apresentaram valores de PCRq acima de 108 cépias de DNA por 500 ng.
Com base nesse e outros achados, concluiram que a detec¢do de antigeno PCV2
através da IHC parece ser (til no diagnodstico de doenca aguda, enquanto a
deteccdo de DNA viral pela PCRq é um método sensivel de diagndstico, sendo Uutil

para qualquer momento da infeccéo.

Através do acompanhamento sorolégico dos animais que compuseram O
experimento, verificamos que até o momento da eutandsia, os animais ndo haviam
soroconvertido, apesar dos resultados da PCRq dos soros e 6rgaos confirmarem a
infeccdo. Adicionalmente, os animais ndo apresentaram manifestacdes clinicas e
nem lesdes histopatolégicas caracteristicas de PCVAD, demonstrando que a
infeccdo experimental resultou em manifestagdo subclinica de PCV2. Portanto, o
isolado de PCV2b utilizado na inoculacdo dos animais foi capaz de infectar e se
replicar, no entanto ndo houve tempo para desencadear a soroconversdo nesses
animais. A transmissao desses animais inoculados para os contactantes, apesar de

ter sido baixa, foi demonstrada.

Varios fatores podem ter contribuido no desencadeamento desses
resultados, podendo ter sido consequéncia da idade dos animais no momento da

inoculacao (49 dias), via de inoculagéo e dose, in6culo e auséncia de co-agentes.

Um estudo de meta-analise de 44 trabalhos sobre infeccdo experimental
publicados até 2007, realizado por Tomas et al. (2008) constataram que a
inoculacdo de suinos até a terceira semana de vida parece ser uma caracteristica
comum a todos os experimentos bem sucedidos, onde houve reproducéo de sinais
clinicos caracteristicos de PCVAD em pelo menos um dos animais inoculados.
Nenhum dos experimentos com inoculagdo em suinos com mais de cinco semanas
de idade conseguiu reproduzir a doenga em porcentagem adequada. Relacionaram
isso ao fato do animal ingerir 0 colostro por maior tempo e adquirir maior quantia de
anticorpos maternos. Entretanto, Opriessnig et al. (2008b), ndo observaram
manifestacdes clinicas e altera¢cdes anatomopatolégicas em suinos inoculados com

guatro semanas de idade.
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Ainda no estudo de Tomas et al. (2008), observaram que a via de inoculacéo
pareceu nao ser relevante, uma vez que a maior parte das infecgbes experimentais

foi realizada pela via intra ou oronasal, principal via de transmissédo do PCV2.

No entanto, varios autores obtiveram sucesso no desencadeamento da
PCVAD através de dupla inoculagédo, utilizando as vias intranasal e intramuscular.
Esse procedimento foi realizado para assegurar que todos os animais fossem
infectados no mesmo momento e com doses similares, 0 que ndo € garantido por via
intranasal apenas, pois 0s porcos podem espirrar durante o procedimento de
inoculacdo (FENAUX et al., 2004b; OPRIESSNIG, et al., 2010).

Roca et al. (2004), avaliaram diferentes vias de inoculagao (intranasal,
intramuscular e intraperitoneal) em trés grupos de animais. A via intraperitoneal foi
utilizada por representar ser uma forma mais direta para o inéculo atingir os ganglios
linfaticos, entretanto apresentou ser tdo eficaz ou até mais que a via intramuscular
em termos de infec¢cdo com base nos resultados sorolégicos e de PCRq, mas nao

demonstrou nenhuma diferenca quando comparada com a via intranasal.

A baixa transmissdo de PCV2 entre os animais inoculados e contactantes
pode estar relacionada a baixa carga viral observada na secrecdo nasal e fezes e a
baixa eficiéncia para desencadear infeccdo somente pela via intranasal. Resultados
semelhantes foram observados por Opriessnig et al. (2012b). Os autores relataram
auséncia de transmissédo de PCV2 entre os animais inoculados e contactantes ap6s
168 dias da inoculacdo. A diferenca observada entre os dois experimentos,
Opriessnig et al. (2012b) e o presente, esta no fato de que no presente experimento
0S animais permaneceram o0 tempo todo com 0s animais inoculados e na mesma

baia.

Grasland et al. (2012) utilizaram um plasmideo contendo duas cépias do
DNA gendmico do PCV2 para inocular leitdes, a fim de comparar os resultados entre
as vias intratraqueal, oronasal e intramuscular. Os autores observaram que a via
intramuscular pareceu ser mais eficaz em relacdo a resposta humoral contra PCV2.
Entretanto todas as vias permitiram a producdo de particulas infecciosas e a

replicacédo do virus em todo o corpo.

O genotipo do virus utilizado para inocular os animais pode ter colaborado

para o desencadeamento da infeccdo subclinica de PCV2 no presente trabalho.
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Opriessnig et al. (2006b) realizaram um experimento com dois isolados de PCV2,
demonstrando que esses eram diferentes na genética e na viruléncia, pois um maior
namero de animais soroconverteram aos 14 dpi quando inculados com o isolado

mais virulento.

Além disso, as mutacdes observadas podem ter conferido ao virus
experiéncias adaptativas. Fenaux et al. (2004a) demonstraram que, depois de 120
passagens de células em série, o virus PCV2 original sofreu 2 mutacbes

nucleotidicas, que levou a atenuacao da viruléncia in vivo.

Outro estudo que comprova que as mutagdes podem alterar a viruléncia do
virus, foi realizado por Hasslung et al. (2005) que isolaram o virus de um animal
clinicamente saudavel e que persistiu muitos anos no rebanho sem causar PCVAD.
Os autores observaram cinco alterac6es nucleotidicas, alegando que as passagens
em cultura de células teriam alterado pouco o genoma do S-PCV2. Entretanto em
condigbes experimentais, foi capaz de induzir a doenca clinica em suinos de

diferentes origens.

Os resultados do estudo realizado por Ramammorthy et al. (2011) sugerem
que uma sequéncia ISRE localizada na origem de replicagdo do PCV2
desempenhou um papel na inducéo da patogenia, com um impacto negativo sobre a
replicacdo viral deste virus. Entretanto a mutacdo da sequéncia pareceu diminuir a
magnitude das lesdes patoldgicas aos 21 dpi, mas aumentou o tempo de eliminagao
viral e causou uma infeccdo mais grave aos 28 dpi, quando comparada ao outro tipo

de PCV2 utilizado no experimento.

Além dos fatores citados acima, outros autores (ALLAN et al., 1999;
BALASCH et al., 1999; MAGAR et al., 2000) relataram que a infeccdo por PCV2,
nao obrigatoriamente, leva os animais a desenvolverem sinais clinicos e varios
estudos experimentais, utilizando o PCV2 sozinho, resultaram somente em infeccéo
assintomatica com leves a moderadas lesdes histopatologicas. Confirmando que a
coinfeccdo com outros patégenos suinos aumenta a severidade da PCVAD
(GILLIESPIE et al., 2009; GRAU-ROMA; FRAILE; SEGALES, 2011;
RAMAMMORTHY et al., 2011, OPRIESSNIG; HALBUR, 2012a; SEGALES, 2012).

Este € o primeiro trabalho de infeccdo experimental realizado com isolado

brasileiro, onde foi observada a capacidade de infectividade do mesmo, resultando
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na infec¢@o subclinica dos animais. O isolado brasileiro demonstrou ser transmitido
pela via horizontal através do contato direto entre os animais inoculados e néo
inoculados contactantes. Os resultados deste experimento contribuiram para a
confirmacdo de que varios fatores podem influenciar ou interferir no
desencadeamento da PCVAD. Além disso, demonstrou que interpretacfes
diferentes devem ser dadas para as diferentes técnicas utilizadas no diagndstico da
PCVAD.
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CONCLUSAO

O isolado brasileiro foi capaz de causar infecgdo subclinica nos animais

infectados experimentalmente;

A transmissdo horizontal do isolado brasileiro de PCV2 aos animais

contactantes foi confirmada;

Devido a auséncia de sinais clinicos e histopatoldgicos caracteristicos de
PCVAD nos animais infectados experimentalmente com o isolado brasileiro,

nao houveram lesBes macro e microscopicas a serem descritas;

Os niveis de anticorpos PCV2 especificos dos animais experimentalmente
infectados com o isolado brasileiro ndo puderam ser avaliados, pois até o

momento da eutanasia (42 dpi), os animais ndo soroconverteram;
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APENDICE A - Descri¢des das ragcdes comerciais utilizadas no experimento (Quadro 1)

Quadro 1 - Descricdo das racdes comerciais utilizadas no experimento e suas respectivas indicacdes
e niveis de garantia

Racéo Empresa Indicacéo Niveis de garantia
® P Complementa o aleitamento na L. .
Porcomel /Pré-inicial I | Nutron fase de maternidade e adapta o Nao informado pelo fabricante.
leitdo na transferéncia para a
creche
Leitdosui®maternidade Guabi Leitdes a partir de sete dias de | Umidade (max) 13 %; Proteina Bruta (min.)
vida até 25 dias de vida ou um | 19 %; Extrato Etéreo (min.) 3 %; Matéria
consumo total de 1,0 kg por | Fibrosa (max.) 3,5 %; Matéria Mineral (max.)
leitdo. 8 %; Calcio (max.) 1 %; Fosforo (min.) 0,58
%
Leitdosui® Pré | Guabi Leitbes de 26 a 35 dias de | Umidade (max) 13 %; Proteina Bruta (min.)
idade. 19 %; Extrato Etéreo (min.) 3 %; Matéria
Fibrosa (max.) 3,5 %; Matéria Mineral (méax.)
8 %; Calcio (max.) 1,0 %; Foésforo (min.)
0,58 %
. ® ) o ) Umidade (max) 13 %; Proteina Bruta (min.)
Leitdosui Prell Guabi Leitdes, de 36 a 49 dias de

idade, ou opcionalmente de 7 a
49 dias de idade.

18,5 %; Extrato Etéreo (min.) 3 %; Matéria
Fibrosa (méx.) 4 %; Matéria Mineral (méax.) 8
%; Célcio (méx.) 1,0 %; Fésforo (min.) 0,56
%
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APENDICE B - Resumo das atividades, relacionadas ao processamento das amostras

coletadas na infec¢do experimental (Figura 1)

Figura 1 - Esquema de coleta dos dados clinicos, amostras e os testes descritos no projeto inicial

Inoculacdo 3,0 mL de inéculo intranasal (PCV2-b) em G1

l

(Diariamente G1, G2 e GC)

Coleta de dados clinicos e de desempenho dos animais

l l

Fezes e secrecdes nasais Soro
(G1e G2) G1,G2eGC
Testes: Testes:.
- Extrag&o de DNA ~ELISAI IHeAgh

- Extracdo de DNA
- PCR em tempo real
Coleta: Semanal

- PCR em tempo real
Coleta: Semanal

l

Necropsia42 dpi
(G1e G2)

l

Tecidos:

- Linfonodos

- Bacoe Rins

- Figado e Pulméo
- Intestino

Coleta: 91 dias

Testes:

- PCR em tempo real
-IHC

- Histopatoldgica
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APENDICE C - Condi¢des da reacéo em cadeia pela polimerase para os diferentes agentes

Condicdo de reagdo para PPV; B. bronchiseptica; M. hyopneumoniae e P.

multocida: 2,5 uL de DNA extraido foram adicionados a uma reagdo com volume final de 25
ML contendo 12,5 yL de DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2 X) (Fermentas, EUA), 10
pmol de cada primer (senso/antisenso), especifico de cada agente (quadro 2) e 4gua livre de

DNAse g.s.p.

Quadro 2 - Descricdo dos pares de primers (sequéncias de nucleotideos e os respectivos valores

dos tamanhos dos fragmentos amplificados) das PCR utilizadas no experimento

Deteccdo Primers* Sequéncia 5’ - 3’ (nt) Fragmento
PPVF AAG AGC CTT TGG TGA AA
Parvovirus 414 bp
PPVR AGA TTG GAG CAA AGG CA
) . BordF CGCATTTCC TACTAC ATG CG
B. bronchiseptica 309 bp
BordR GAC TAT CTG CAT AAATAC GAA
] MycoF AAG TTC ATT GCT AGC CC
M. hyopneumoniae 630 bp
MycoR GCT CCT ACT TATTGC CC
) PastF TTT GGT GGT TAT GTCTTCT
P. multocida 282 bp
PastR AGT CACAGATTGTGC GTAG

*|dentificacdo pessoal dos primers

As amplificagcdes foram realizadas num termociclador automético modelo PTC-200

(Peltier Thermal Cycler MJ Research), nas condigfes descritas a seguir:

Quadro 3 - Condig¢6es utilizadas para amplificar os fragmentos dos diferentes agentes no experimento

Desnaturacéo ) Desnaturacéo Hibridac&o dos . )
~ L Ciclos ) Polimerizagao Extensédo
Deteccao inicial de DNA Primers
. 94 °C/ 15 min. 40 94 °C/30 seg. 55 °C/30 seg. 72 °C/30 seg. 72°C/5 min.
Parvovirus
. . 94 °C/ 10 min. 25 94 °C/30 seg. 55 °C/30 seg. 72 °C/45 seg. 72°C/7 min.
B. bronchiseptica
. 94 °C/ 10 min. 39 94 °C/30 seg. 57 °C/30 seg. 72 °C/60 seg. 72°C/7 min.
M. hyopneumoniae
. 94 °C/ 10 min. 39 94 °C/30 seg. 57 °C/30 seg. 72 °C/60 seg. 72°C/7 min.
P. multocida




APENDICE D - Célculo de concentracéo do DNA plasmideal

Peso do plasmideo + Peso do inserto (PCV2)
890.733,59 + 44.222,7 g = 934.956,2 g.

Numero de cépias de DNA por L

934.956,2 g - 1V [E—— 6,02 x 10 copias de DNA
Arredondando...
9,5x10°g 6,02 x 10% copias de DNA
y 1 cOpia de DNA

y=95x10°+6,02x10%%=1,58x 10" g

Clone guantificado por espectrofotbmetro = 15,4 ng/ uL
1,58 X 108 g —mmmmmmemem e 1 c6pia de DNA

1,54 x 10% g z
z=154x10%g+ 1,58 x 10" g = 9,7 x 10° c6pias de DNA

95
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APENDICE E - Numeros de acesso das 140 sequéncias de nucleotideos do Genbank
utiizadas para alinhamento e analise das sequéncias obtidas no
experimento (Quadro 4)

Quadro 4 - Numero de acesso das sequéncias nucleotidicas disponiveis no Genbank utilizadas para
alinhamento e andlise das sequéncias obtidas no trabalho

AB072302

AF109398

AF117753

AY556474

AF154679

AF166528

AF364094

AY146993

AY180396

AY180397

AY256455

AY256459

AF201308

AF201309

AF201310

AF201307

AF109399

AF201305

AF201306

AF264043

AF264043

AF381176

AY256456

AY256458

AY288135

AY424402

AY424403

AB072301

EF067853

AF085695

AF086834

AF086835

AF086836

AF112862

AF118095

AF118097

AY682994

AY181946

AY035820

DQ104423

DQ104421

DQ104419

AY325495

AY181948

AY094619

AF544024

AF520783

AF465211

AF454546

AF408635

AF381177

AF381175

AF264042

AF264041

AF264040

AF264039

AF264038

AY682995

AY682996

AY713470

AY864814

AY943819

DQ151643

AF201897

AJ293869

AJ177626

AY181945

AY 188355

AY217743

AY256457

AY256460

AY321987

AY321986

AY321985

AY321984

AY321983

AY321982

AY322002

AY321994

AY321991

AY322003

AY391729

AY424404

AY424405

AY321990

AY321989

AY291316

AY682992

AY678532

AY641542

AY596823

AY321988

AY291318

AY682993

AY682990

AY651850

AY613854

AY604430

AY484407

AY484408

AY484409

AY484411

AY484412

AY484413

AY484414

AY484415

AY484416

AY536755

AY556475

AYS556477

AYS578327

AY579893

AY596822

AY682997

AY686762

AY686764

AY691169

AY691679

AY732494

AY849938

AY916791

AY969004

DQ017036

DQ104422

DQ141322

DQ629120

DQ629121

DQ629122

DQ629123

DQ629124

DQ629127

DQ629128

DQ629129

DQ629130

DQ629131

DQ629132

DQ629133

DQ629134

DQ629135

EF028202
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APENDICE F - Resultados do teste soroldgico através de ELISA (INGEZIM Circovirus IgG/IgM) antes e apds a inoculago

Quadro 5 - Leitura da densidade 6ptica do ELISA (INGEZIM Circovirus IgG/IgM) para IgM anti-PCV2 no soro dos leitdes antes e apés a inoculacéo

Grupo Animal igM7 ] IgM14 | IgM21 | IgM28 | IgM 35 | IgM 42 | IgM 49 | IgM 56 | IgM 63 | IgM 70 | IgM 77 | IgM 84 | IgM 91

1 727 0,209 | 0,218 0,2 0,194 0,247 0,2 0,155 0,121 0,368 0,439 0,304 0,226 0,24
(Inoculados) 722 0,201 | 0,198 0,192 0,222 0,274 0,198 0,246 0,144 0,23 0,203 0,22 0,264 0,266
729 0,211 | 0,185 0,197 0,205 0,274 0,185 0,158 0,151 0,252 0,264 0,234 0,234 0,232
G2 738 0,194 | 0,215 0,201 0,203 0,264 0,208 0,189 0,143 0,181 0,224 0,2 0,188 0,195
(Contactantes) 721 0,196 | 0,231 0,183 0,216 0,258 0,194 0,144 0,135 0,208 0,162 0,192 0,263 0,224
737 0,206 | 0,218 0,194 0,203 0,265 0,242 0,161 0,179 0,173 0,248 0,19 0,285 0,314

719 0,208 | 0,204 0,21 0,209 0,27 0,222 0,162 0,139 0,226 0,245 0,217 0,219 NR

GC (Controle) 724 0,217 ] 0,195 0,221 0,197 0,236 0,222 0,167 0,141 0,196 0,163 0,177 0,214 NR

742 0,205 | 0,203 0,197 0,217 0,249 0,192 0,14 0,118 0,216 0,228 0,195 0,217 NR
0 dpi 7 dpi 14 dpi | 21 dpi | 28dpi | 35dpi | 42 dpi

Quadro 6 - Leitura da densidade optica do ELISA (INGEZIM Circovirus 1gG/IgM) para IgG anti-PCV2 no soro dos leitdes antes e ap0s a inoculagao

Grupo Animal IgG7 | 1gG14 | 1gG21 | 1gG28 | 1gG35 | 1IgG42 | IgG49 | 1gG56 | 1IgG63 | IgG 70 | 1IgG 77 | 1gG 84 | IgG 91

1 727 0,636 0,7 0,563 0,464 0,425 0,333 0,212 0,155 0,194 0,238 0,397 0,356 0,31
(Inoculados) 722 0,836 | 0,819 0,643 0,555 0,494 0,44 0,33 0,232 0,307 0,202 0,383 0,612 0,651
729 0,673 | 0,642 0,537 0,475 0,457 0,411 0,278 0,227 0,202 0,26 0,373 0,312 0,409
G2 738 0,763 | 0,911 0,463 0,406 0,408 0,455 0,29 0,182 0,182 0,241 0,155 0,132 0,158
(Contactantes) 721 0,851 | 0,942 0,388 0,337 0,378 0,293 0,201 0,16 0,291 0,196 0,158 0,143 0,141

737 0,777 | 0,844 0,534 0,44 0,478 0,445 0,299 0,222 0,242 0,284 0,201 0,156 0,12

719 0,685 | 0,687 0,511 0,411 0,379 0,33 0,235 0,21 0,209 0,258 0,216 0,167 NR

GC (Controle) 724 0,697 | 0,683 0,749 0,547 0,576 0,485 0,323 0,236 0,322 0,208 0,192 0,158 NR

742 0,679 | 0,612 0,478 0,429 0,376 0,286 0,146 0,153 0,144 0,218 0,152 0,125 NR
0 dpi 7 dpi 14 dpi | 21 dpi | 28dpi | 35dpi | 42 dpi

NR = N&o realizado
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APENDICE G - PCRq das amostras de soros dos animais experimentalmente infectados
(G1) e contactantes (G2)

Quadro 7 — Amostras de soro dos animais do G1 e G2 com os respectivos valores da quantificacao
por espectrofotdmetro (ng / L) e a carga viral de PCV2 (cépias de DNA / mL) encontrada

Espectrofotémetro PCRq
Grupo | Animal | Dpt |0y u | 260280 | ot | T Tm curva padréo* deons | PCV2
amostra mL

0 11,1 1,24 31,26 77,96 78,11 /78,26 4,29E+05 | Negativo

7 2.3 27 |3353] 7811 78,11/ 78,26 9,41E+04 | Negativo

14 7,3 1,28 34,74 77,96 78,11/ 78,26 4,21E+04 | Negativo

722 21 15,9 1,91 27,91 78,12 78,12 /78,27 3,59E+06 | Positivo
28 10,3 118 |2570| 77.82 78,12/ 78,27 1,50E+06 | Negativo

35 6 1,29 28,05 77,82 78,12/ 78,27 3,27E+06 | Negativo

42 5,3 105 |3028| 7767 |77.81/77.96 178,111 78,42 6,96E+05 | Negativo

0 12,1 1,8 33,36 77,96 78,11 /78,26 1,06E+05 | Negativo

7 0,6 0,38 31,43 77,96 78,11 /78,26 3,84E+05 | Negativo

14 29,9 1,4 32,91 77,81 78,11/ 78,26 1,43E+05 | Negativo

o1 | 727 [ 22 43 135 |31,96| 77.82 78,12/ 78,27 2,36E+05 | Negativo
28 12 205 |30,03] 7797 78,12/ 78,27 8,66E+05 | Negativo

35 19,6 1,69 30,00 77,82 78,12/ 78,27 8,82E+05 | Negativo

42 4,3 1,06 28,31 77,67 77,81/77,96 /78,11 /78,42 2,63E+06 | Positivo

0 9,4 1,56 32,77 78,11 78,11/ 78,26 1,57E+05 | Negativo

7 2,9 1,23 32,67 77,96 78,11 /78,26 1,67E+05 | Negativo

14 11 1,14 31,94 77,96 78,11 /78,26 2,72E+05 | Negativo

729 21 1,9 1,83 34,01 77,97 78,12 /78,27 5,98E+04 | Negativo
28 16,7 1,47 32,31 77,97 77,97 /78,12 2,97E+04 | Negativo

35 7 1,55 29,14 77,97 77,97 /78,12 2,61E+05| Positivo

42 2,5 1,46 27,25 77,82 77,97 /178,12 9,51E+05| Positivo

0 215 23 |3085] 7811 78,11/ 78,26 5,64E+05 | Negativo

7 6,6 1,52 34,11 78,11 78,11/ 78,26 6,42E+04 | Negativo

14 2,09 1,03 37,48 74,83 78,11 /78,26 6,77E+03 | Negativo

721 21 1,9 1,29 36,52 78,57 78,12 /78,27 1,11E+04 | Negativo
28 7,5 1,1 30,39 77,97 78,12 /78,27 6,81E+05 | Negativo

35 25.9 149 |3098| 7812 78,12/ 78,27 4,58E+05 | Negativo

42 4,7 1,1 30,58 74,98 77,81/77,96 /78,11 / 78,41 | 5,6 7E+05 | Negativo

0 6,3 1,73 32,43 77,96 78,11/ 78,26 1,97E+05 | Negativo

7 11 36 |3443| 7826 78,11/ 78,26 5,18E+04 | Negativo

14 8,1 1,18 35,20 78,11 78,11 /78,26 3,09E+04 | Negativo

G2 737 21 4.7 1 35,14 74,24 78,12 /78,27 2,81E+04 | Negativo
28 3,8 1,4 33,24 74,09 77,97 178,12 1,57E+04 | Negativo

35 56,8 1,57 32,28 77,82 77,97 /78,12 3,03E+04 | Negativo

42 6,4 1,18 30,15 77,82 77,97 178,12 1,31E+05 | Negativo

0 52,1 1,51 33,94 77,81 78,11/ 78,26 7,19E+04 | Negativo

7 22,9 1,93 33,85 78,26 78,11/ 78,26 7,61E+04 | Negativo

14 18,5 1,13 34,77 77,52 77,81/77,96 /78,11 / 78,41 | 3,33E+04 | Negativo

738 21 3,7 1,17 36,35 77,97 78,12 /78,27 1,24E+04 | Negativo
28 3,9 1,74 30,63 75,14 78,12 /78,27 5,78E+05 | Negativo

35 39,7 1,56 32,17 77,52 77,81/77,96 /78,11 / 78,41 | 1,94E+05 | Negativo

42 7,7 1,51 29,95 78,22 77,81/77,96 /78,11 /78,42 8,69E+05| Positivo

*Os valores de Tm da curva padréo referem-se as respectivas corridas de cada amostra.
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APENDICE H - PCRq dos suabes fecais dos animais experimentalmente infectados (G1) e

contactantes (G2)

Quadro 8 - Amostras de suabes fecais dos animais do G1 e G2 com o0s respectivos valores da
guantificacdo por espectrofotdbmetro (ng / uL) e a carga viral de PCV2 (cépias de DNA /
suabe) encontrada

Espectrofotdmetro PCRq
GrupoJAnimall Dpi o u | 260280 | et | ™™ | Tm curva padréo* SNl | Pev2
amostra suabe
0 28,2 1,67 |32,22] 78,12 78,12/ 78,26 | 1,89E+03 | Negativo
7 175 159 [2861] 77,67 78,12/78,26 | 1,93E+04 | Negativo
14 64,7 1,6 |27,24] 77,82 78,12/78,26 | 4,66E+04 | Negativo
722 | 21 32,3 1,48 [30,52] 77,81 78,11/77,96 | 7,08E+03 | Negativo
28 6.9 165 [3232] 7781 78,11/77,96  |2,23E+03 | Negativo
35 12,5 1,44 [33,20] 77,81 78,11 1,24E+03 | Negativo
42 19,9 151 [3357] 77,96 78,11 9,79E+02 | Negativo
0 44,4 1,76 |30,81] 78,41 78,12 /78,26 | 4,67E+03 | Negativo
7 34 1,71 [28,00] 77,82 78,12/78,26 | 2,86E+04 | Negativo
14 21,2 164 [29.26] 77,82 78,12/78,26 | 1,27E+04 | Negativo
(mocﬁlg dos) | 727 |2t | 1007 16 |2831] 77,66 78,11/77,96 | 2,90E+04 | Positivo
28 18,5 123 [32,52] 77,66 78,11/77,96 | 1,96E+03 | Negativo
35 8,8 087 [32,94] 77,81 78,11 1,47E+03 | Negativo
42 30,7 1,44 [3332] 7781 78,11 1,15E+03 [ Negativo
0 58,8 1,81 |31,50| 74,24 78,12 /78,26 | 3,00E+03 | Negativo
7 15,9 1,59 [26,94] 77,97 78,12/78,26 _ |5,66E+04 | Negativo
14 48,5 1,73 [30,30] 77,81 78,11/77,96 _ |8,12E+03 | Negativo
729 | 21 164 165 [27,63] 7781 78,11/77,96 | 4,49E+04 | Positivo
28 12,4 152 [34,31] 77,66 78,11/77,96 _ |6,23E+02 | Negativo
35 5,7 1,3 [34,13] 7811 78,11 6,82E+02 | Negativo
42 157 1,43 [32,51] 72,60 78,11 4,27E+03 | Negativo
0 59,4 1,66 |31,00| 77,96 |77,11/77,97 /78,26 3,09E+04 | Negativo
7 26,9 1,64 |30,63] 77,81 [77,11/77,97 /78,26 [1,95E+04 [ Negativo
14 43 1,68 |32,87| 77,81 |77,11/77,97 /178,26 |4,17E+03 [ Negativo
21 | 21 30,2 1,67 |31,46] 73,94 78,11/77,96 _ |3,87E+03 | Negativo
28 7.7 1,45 [36,10] 77,81 78,11/77,96 | 1,99E+02 | Negativo
35 4,5 1,45 32,22| 77,96 78,11 2,33E+03 | Negativo
42 43 095 [36,55] 73,04 78,11 1,43E+02 [ Negativo
0 51,7 1,71 |34,42| 77,96 |77,11/77,97 /78,26 |1,44E+03 | Negativo
7 84,2 1,8 |30,22] 77,81 |77,11/77,97 /178,26 | 2,61E+04 [ Negativo
14 59,6 1,88 |31,70| 77,96 |77,11/77,97/78,26[9,39E+03 [ Negativo
(Contactantes| 737 |2t | 235 | 156 [34,10] 74,09 [77.11/77,97/78,26]1,80E+03| Negativo
28 15,9 166 |37,82] 72,60 78,11/77,96 _ |6,60E+01 | Negativo
35 32,5 154 |[35,07] 7781 78,11 3,71E+02 | Negativo
42 8,7 138 [3317] 7781 78,11 1,27E+03 [ Negativo
0 21,8 1,8 |29,86] 74,69 78,12/78,26 | 8,65E+03 | Negativo
7 59,1 1,55 |[30,68] 77,82 78,12/78,26 | 5,08E+03 | Negativo
14 36,4 151 [25,13] 74,00 78,12/78,26 | 1,81E+05 | Negativo
738 | 21 28 1,42 |27,27] 7468 78,11/77,96 _ |5,66E+04 | Negativo
28 10,7 1,56 |33,38] 77,81 78,11/77,96 _ |1,13E+03 | Negativo
35 73 117 [32:85] 77,81 78,11/77,96  |3,46E+03 | Negativo
42 515 154 [32,50] 77,22 78,11/77,96 | 4,30E+03| Negativo

*Os valores de Tm da curva padrao referem-se as respectivas corridas de cada amostra.
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APENDICE | - PCRq dos suabes nasais dos animais experimentalmente infectados (G1) e
contactantes (G2)

Quadro 9 - Amostras de suabes nasais dos animais do G1 e G2 com o0s respectivos valores da
guantificacdo por espectrofotdbmetro (ng / uL) e a carga viral de PCV2 (cépias de DNA /
suabe) encontrada

Espectrofotdmetro PCRq

; ; Copias de

Grupo [ Animalf-Dpi oy | 2600280 | ¢t | Tm | Tmecurva oNas | PEV2
amostra| padréo suabe

0 26,7 158 |32,97| 74,09 |78,12/78,26|1,17E+03 | Negativo
7 9,6 1,44 |23,88] 77,97 |78,12/78,26]4,07E+05 | Negativo
14 3,8 1,03 |30,93| 77,97 |78,12/78,26|4,33E+03 | Negativo
722 21 20,5 1,36 |30,68| 77,66 |78,11/77,96]|6,38E+03 | Negativo
28 9,7 1,32 |34,20| 74,39 |78,11/77,96|6,68E+02 | Negativo
35 10,1 1,24 |35,11| 77,96 78,11 3,62E+02 | Negativo
42 15,5 148 |3548| 77,81 78,11 2,84E+02 | Negativo
0 7,7 1,21 |30,64| 77,97 |78,12/78,26]5,22E+03 | Negativo
7 3,4 1,62 31,98 77,97 |78,12/78,26]2,21E+03 | Negativo
14 20,3 1,41 32,58 77,97 |78,12/78,26]1,50E+03 | Negativo
(Inoc(jllados) 727 21 14,8 1,32 |30,78| 77,66 |78,11/77,96|5,97E+03 | Negativo
28 7 1,27 |35,71] 77,96 |78,11/77,96]2,54E+02 | Negativo
35 3,1 1 33,04] 77,81 78,11 1,38E+03 | Negativo
42 7,1 1,25 |31,94| 77,96 78,11 2,80E+03 | Negativo
0 13,6 159 |33,21] 73,35 |78,12/78,26]9,98E+02 | Negativo
7 2,6 1,1 29,15| 74,39 |78,12/78,26|1,37E+04 | Negativo
14 6,6 1,22 29,81 77,82 |78,12/78,26]8,91E+03 | Negativo
729 21 34,6 155 |29,24| 77,66 |78,11/77,96|1,60E+04 | Positivo
28 2,5 1,39 |32,95] 77,81 |78,11/77,96]1,49E+03 | Negativo
35 3,6 1,14 |32,76| 77,67 78,11 1,65E+03 | Negativo
42 7,3 1,34 |31,55| 77,96 78,11 3,60E+03 | Negativo
0 8,5 1,45 |31,58] 78,12 |78,12/78,26]2,86E+03 | Negativo
7 3,4 1,13 |28,48] 74,54 |78,12/78,26]2,10E+04 | Negativo
14 17,8 1,45 |25,29] 77,97 |78,12/78,26]1,64E+05 | Negativo
721 21 33 1,48 30,84 77,81 |78,11/77,96]5,76E+03 | Negativo
28 50,8 152 |33,83] 77,96 |78,11/77,96]8,50E+02 | Negativo
35 4,5 0,9 35,32 74,69 78,11 3,16E+02 | Negativo
42 17,7 1,43 32,48 72,60 78,11 4,35E+03 | Negativo
0 10,3 1,4 29,53| 74,09 |78,12/78,26|1,07E+04 | Negativo
7 4,7 1,15 |28,47| 77,97 |78,12/78,26|2,11E+04 | Negativo
14 13,2 1,41 |28,07] 74,24 |78,12/78,26]2,74E+04 | Negativo
(Contaecfames) 737 21 81,5 157 |2891| 77,81 |78,11/77,96]|1,98E+04 | Positivo
28 2,9 1,16 |35,12] 77,81 |78,11/77,96]3,72E+02 | Negativo
35 55 1,03 |35,03| 77,67 78,11 3,81E+02 | Negativo
42 1,6 0,88 31,77 74,98 78,11 3,13E+03 | Negativo
0 10 1,43 |27,42] 79,01 |78,12/78,26|4,16E+04 | Negativo
7 15,7 141 |26,59| 77,67 |78,12/78,26|7,10E+04 | Negativo
14 13,3 159 |28,17] 77,82 |78,12/78,26]2,56E+04 | Negativo
738 21 26,7 1,46 27,93| 77,66 |78,11/77,96|3,71E+04] Positivo
28 5,3 1,37 33,41 77,81 |78,11/77,96]1,11E+03 | Negativo
35 6,8 1,14 |34,90] 77,96 78,11 4,13E+02 | Negativo
42 2,9 1,2 32,12 77,67 78,11 2,49E+03 | Negativo

*Os valores de Tm da curva padréo referem-se as respectivas corridas de cada amostra.
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APENDICE J - PCRq dos tecidos dos animais experimentalmente infectados (G1) e

contactantes (G2)

Quadro 10 - Amostras de tecidos dos animais do G1 e G2 com o0s respectivos valores da
quantificacé@o por espectrofotometro (ng / yL) e a carga viral de PCV2 (copias de DNA
/ 20 mg tecido) encontrada
(CONTINUA)
Espectrofotdbmetro PCRq
G Animal Orgé capias PCVv2
rupo nima rgao Tm Tm curva de DNA /
ng/pL | 260/280 | Ct amostra padrao* 20 mg
tecido
baco 217,6 2,06 21,13 77,97 77,97/78,11/78,26 | 6,47E+07 | Positivo
linfonodo
mediastinico 549,1 2,05 24,46 77,97 77,97 /78,11/78,26 | 6,97E+07 | Positivo
linfonodo
mesentérico 59,7 1,96 24,05 77,97 |77,97/78,11/78,26]9,19E+07 | Positivo
linfonodo inguinal 38,6 2,04 20,70 77,97 77,97 178,11 /78,26 | 8,60E+07 | Positivo
722 |figado 476,3 2,1 31,93| 77,97 |77,97/78,11/78,26 | 4,72E+04 | Negativo
pulméo 445 1,95 25,05 77,82 77,97 /78,11 /78,26 | 4,70E+05 | Positivo
duodeno 636 2,09 28,74 77,67 77,97 /78,11/ 78,26 | 3,99E+04 | Positivo
jejuno 667,2 2,13 25,48 77,67 77,97 /78,11 /78,26 | 3,53E+05 | Positivo
ileo 720,8 2,08 17,55 77,97 77,97 /78,11/ 78,26 | 7,09E+07 | Positivo
rim 83,1 2,08 27,80 77,97 77,97 /78,11 /78,26 | 7,44E+04 | Positivo
baco 825,8 21 |20,21| 77,82 |77,97/78,11/78,26|1,20E+07 | Negativo
linfonodo
mediastinico 198 2,02 15,55 77,97 77,97 /78,11/78,26]2,71E+09 | Positivo
linfonodo
mesentérico 102,9 2,1 20,76 77,97 77,97 /78,11/ 78,26 | 8,29E+07 | Positivo
linfonodo inguinal 315,1 2,03 21,87 77,97 77,97 178,11 /78,26 | 3,93E+07 | Positivo
G1 :
(inoculados) | 727 |figado 787,1 2,16 |24,13] 77,82 |77,97/78,11/78,26 | 8,68E+05 | Negativo
pulméo 2415 1,97 24,73 77,97 77,97 178,11 /78,26 | 5,84E+05 | Positivo
duodeno 604,1 2,03 25,45 77,82 77,97 /78,11 /78,26 | 3,59E+05 | Negativo
jejuno 735,9 2,08 25,17 77,82 77,97 /78,11 /78,26 | 4,34E+05 | Negativo
ileo 630,5 206 |16,82| 77,82 [77,97/78,11/78,26]1,16E+08 | Negativo
rim 360,2 211 |2950| 77,82 |77,97/78,11178,26|2,39E+04 | Negativo
baco 718 2,11 |21,62]| 77,67 77,96/78,11 1,16E+07 | Positivo
linfonodo
mediastinico 625,4 2,18 20,20 78,11 78,11/ 78,26 2,38E+09 | Positivo
linfonodo
mesentérico 143,2 2,05 23,81| 78,11 78,11/ 78,26 1,98E+08 | Positivo
linfonodo inguinal 93,7 1,97 24,14 78,11 78,11/ 78,26 1,58E+08 | Positivo
729 figado 829,9 2,14 26,84 77,81 77,96/ 78,11 3,60E+05 | Negativo
pulméo 51,2 1,99 24,77 77,96 77,96/78,11 1,43E+06 | Positivo
duodeno 398 2,11 31,50 77,67 77,96/ 78,11 1,63E+04 | Negativo
jejuno 552,2 2,08 24,58 77,81 77,96/78,11 1,62E+06 | Negativo
ileo 650,7 2,11 19,02] 77,81 77,96/78,11 6,54E+07 | Negativo
rim 225,4 2,1 25,97 77,67 77,96/ 78,11 6,44E+05 | Negativo
G2 baco 756,1 2,19 34,08 77,52 77,96 /77,81/78,11 | 3,48E+02 | Negativo
(Contactantes) 721 linfonodo )
mediastinico 489 2,04 3456 77,52 |77,96/77,81/78,11|2,53E+02 | Negativo
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Espectrofotdbmetro PCRq
G Animal Orga copias PCV2
rupo nima rgao Tm Tm curva de DNA /
ng/pL | 260/280 | Ct amostra padréao* 20 mg
tecido
linfonodo
mesentérico 475,7 1,92 28,99| 74,83 |77,96/77,81/78,11|3,71E+02 | Negativo
linfonodo inguinal 504,3 2,04 31,47 77,67 |77,96/77,81/78,11|1,88E+03 | Negativo
figado 758,9 2,05 33,60 77,81 77,96 /77,81/78,11]4,74E+02 | Negativo
pulméo 112,8 2,02 33,25 74,39 |77,96/77,81/78,11]2,82E+02 | Negativo
duodeno 709,5 2,11 36,43 77,52 77,96 /77,81/78,11]7,53E+01 | Negativo
jejuno 357,4 2,1 34,40 77,67 77,96 /77,81/78,11]2,81E+02 | Negativo
ileo 550,7 2,07 37,49 77,52 77,96 /77,81/78,11] 3,77E+01 | Negativo
rim 308 2,12 32,87 77,22 77,97/ 78,12 6,06E+02 | Negativo
baco 500,8 2,06 33,69 77,67 77,96 /77,81/78,11 | 4,48E+02 | Negativo
linfonodo
mediastinico 202,1 188 |36,03] 77,67 |7796/77,81/78,11]9,73E+01 ] Negativo
linfonodo
mesentérico 203,6 2,04 36,08 77,81 77,96 /77,81/78,11]9,46E+01 | Negativo
linfonodo inguinal 254,5 1,98 34,35] 78,11 78,11/ 78,26 2,37E+03 | Negativo
737 | figado 722,9 2,03 |3446]| 7752 |77,96/77,81/78,11|2,70E+02 | Negativo
pulméo 130,5 1,88 35,77 77,81 77,96 /77,81/78,11]1,16E+02 | Negativo
duodeno 737,3 2,09 34,84 77,67 |77,96/77,81/78,11|3,20E+02 | Negativo
jejuno 1030,6 2,09 35,49 77,96 77,96 /77,81/78,11] 2,65E+02 | Negativo
ileo 591,7 2,08 33,36 77,67 77,97 178,12 1,20E+04 | Negativo
rim 318,7 2,11 30,4 77,52 77,96 /77,81 /78,11]9,91E+01 | Negativo
baco 236,7 2,04 22,66| 78,12 78,12 /78,27 5,00E+06 | Positivo
linfonodo
mediastinico 486,4 1,99 19,94 78,11 78,11/ 78,26 2,86E+09 | Positivo
linfonodo
mesentérico 333,3 2,04 18,34 77,97 78,12/ 78,27 9,88E+07 | Negativo
linfonodo inguinal 47,8 1,78 25,26 78,12 78,12 /78,27 8,28E+05 | Positivo
738 |figado 518,6 2,06 25,02 77,97 78,12 /78,27 9,81E+05 | Negativo
pulméo 54,5 2,07 22,98 78,12 78,12/ 78,27 4,02E+06 | Positivo
duodeno 578,4 2,07 29,25 77,83 78,12/ 78,27 5,26E+04 | Negativo
jejuno 740,8 2,08 28,05 77,83 78,12 /78,27 1,21E+05 | Negativo
ileo 666,3 2,03 21,86 78,11 78,11/ 78,26 7,58E+08 | Positivo
rim 284,6 2,14 27,41 77,83 78,12 /78,27 1,87E+05 | Negativo

*QOs valores de Tm da curva padrao referem-se as respectivas corridas de cada amostra.
(CONCLUSAO)
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APENDICE K — Resultados obtidos com os soros dos animais do experimento através das
técnicas de ELISA de captura e PCRq

Quadro 11 - Resumo dos resultados soroldgicos e das PCRq realizados nos soros dos animais do G1

e G2
(CONTINUA)
Elisa
Grupo Animal Dpi Copias de DNA/
lgG IgM mL
0,33 0,246 Negativo
0,232 0,144 Negativo
14 0,307 0,23 Negativo
722 21 0,202 0,203 3,59E+06
28 0,383 0,22 Negativo
35 0,612 0,264 Negativo
42 0,651 0,266 Negativo
0 0,212 0,155 Negativo
7 0,155 0,121 Negativo
14 0,194 0,368 Negativo
G1 (Inoculados) 727 21 0,238 0,439 Negativo
28 0,397 0,304 Negativo
35 0,356 0,226 Negativo
42 0,31 0,24 2,63E+06
0 0,278 0,158 Negativo
7 0,227 0,151 Negativo
14 0,202 0,252 Negativo
729 21 0,26 0,264 Negativo
28 0,373 0,234 Negativo
35 0,312 0,234 2,61E+05
42 0,409 0,232 9,561E+05
0 0,201 0,144 Negativo
7 0,16 0,135 Negativo
14 0,291 0,208 Negativo
721 21 0,196 0,162 Negativo
28 0,158 0,192 Negativo
35 0,143 0,263 Negativo
42 0,141 0,224 Negativo
0 0,299 0,161 Negativo
G2 (Contactantes) 7 0,222 0,179 Negat?vo
14 0,242 0,173 Negativo
737 21 0,284 0,248 Negativo
28 0,201 0,19 Negativo
35 0,156 0,285 Negativo
42 0,12 0,314 Negativo
0 0,29 0,189 Negativo
738 7 0,185 0,143 Negativo
14 0,182 0,181 Negativo
21 0,241 0,224 Negativo
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28 0,155 0,2 Negativo
35 0,132 0,188 Negativo
42 0,158 0,195 8,69E+05

(CONCLUSAO)
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APENDICE L — Resultados obtidos com os tecidos dos animais do experimento através das
técnicas de PCRq, HE e IHC

Quadro 12 - Resumo dos resultados das PCRq e dos testes histopatolégicos realizados nos tecidos
dos animais do G1 e G2

(CONTINUA)
Grupo Animal Orgéo Cép'?nsgdtigyﬁ /20 HE IHC
baco 6,47E+07 SA SM
linfonodo mediastinico 6,97E+07 SA SM
linfonodo mesentérico 9,19E+07 SA SM
linfonodo inguinal 8,60E+07 SA SM
272 figado Negativo SA NR
pulméo 4,70E+05 PIMD NR
duodeno 3,99E+04 NR NR
jejuno 3,53E+05 NR NR
fleo 7,09E+07 NR NR
rim 7,44E+04 NR NR
baco Negativo SA SM
linfonodo mediastinico 2,71E+09 SA SM
linfonodo mesentérico 8,29E+07 SA SM
linfonodo inguinal 3,93E+07 SA SM
G1 (Inoculados) 727 figado Negativo SA NR
pulméo 5,84E+05 NR NR
duodeno Negativo NR NR
jejuno Negativo NR NR
ileo Negativo NR NR
rim Negativo NR NR
baco Negativo SA SM
linfonodo mediastinico 2,38E+09 SA SM
linfonodo mesentérico 1,98E+08 SA SM
linfonodo inguinal 1,58E+08 SA SM
229 figado Negativo IPL NR
pulméo 1,43E+06 PIMD NR
duodeno Negativo NR NR
jejuno Negativo NR NR
ileo Negativo NR NR
rim Negativo NR NR
baco Negativo SA SM
linfonodo mediastinico Negativo SA SM
linfonodo mesentérico Negativo SA SM
linfonodo inguinal Negativo SA SM
G2 (Contactantes) 721 figado Negat!vo SA NR
pulmao Negativo PIL NR
duodeno Negativo NR NR
jejuno Negativo NR NR
fleo Negativo NR NR
rim Negativo NR NR
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Grupo Animal Orgéo Cépi;sthicti)g? /20 HE IHC
baco Negativo SA SM
linfonodo mediastinico Negativo SA SM
linfonodo mesentérico Negativo SA SM
linfonodo inguinal Negativo SA SM

137 figado Negativo SA NR
pulm&o Negativo HM NR
duodeno Negativo NR NR
jejuno Negativo NR NR
ileo Negativo NR NR
rim Negativo NR NR
baco 5,00E+06 SA SM
linfonodo mediastinico 2,86E+09 SA SM
linfonodo mesentérico Negativo SA SM
linfonodo inguinal 8,28E+05 SA SM

138 figado Negativo SA NR
pulméo 4,02E+06 PIM NR
duodeno Negativo NR NR
jejuno Negativo NR NR
fleo 7,58E+08 NR NR
rim Negativo NR NR

*SA — Sem alteracdo; SM — Sem marcacéo; PIL - Pneumonia intersticial leve; PIM - Pneumonia
intersticial moderada difusa; HM - Hiperplasia moderada de tecido linféide associado aos brénquios;
IPL - Infiltrado perivascular linfocitico focal moderado; e NR - ndo foram realizadas as imuno-
histoquimicas.

(CONCLUSAO)
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Apéndice M - Matriz de identidade entre as sequéncias do inéculo (Isolado_9) e a dos
tecidos dos suinos infectados por PCV2 no experimento

Matriz de identidade

Seq-> In6culo 22MS 27B 27IN 27MD 291 29MD 38B 38MD
In6culo ID 0,997 0,997 0,997 0,997 0,997 0,997 0,997 0,997
22MS 0,997 ID 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
27B 0,997 1,000 ID 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
27IN 0,997 1,000 1,000 ID 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
27MD 0,997 1,000 1,000 1,000 ID 1,000 1,000 1,000 1,000
291 0,997 1,000 1,000 1,000 1,000 ID 1,000 1,000 1,000
29MD 0,997 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 ID 1,000 1,000
38B 0,997 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 ID 1,000
38MD 0,997 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 ID
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Figura 2 - Regido de alinhamento entre as sequéncias de nucleotideos de 50 sequéncias do
Genbank, as amostras dos suinos do experimento, o inéculo utilizado (Isolado_9) e sua
passagem anterior (Isolado_8) onde houve a mutacdo (em destaque). Os pontos indicam

residuos idénticos
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Apéndice O

Figura 3 - Regido de alinhamento entre as sequéncias de nucleotideos de 50 sequéncias do
Genbank, as amostras dos suinos do experimento, o indculo utilizado (Isolado_9) e sua
passagem anterior (Isolado_8) onde houve a mutacéo (em destaque). Os pontos indicam
residuos idénticos
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