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Duas frases me inspiraram a escrever cada vez mais nessa tese:

"Nada em biologia faz sentido a ndo ser sob a luz da evolugao."
Theodosius Dobzhansky (1900-1975)

“No livro da vida, as respostas ndo estdo na contracapa.”
Charlie Brown

Duas frases explicam por que escrevi essa tese:

“Escolhe um trabalho de que gostes, e néo teras que trabalhar nem um dia na tua vida.”
Confucio
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E uma explica o ultimo més antes da tese:

VOGE JA SABE O QUE VAl VOCE KAD PODE SIMPLESMENTE
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LAMPADA. VOCE TEM QUE ESTAR

NAD. ESTOU NO CUMA CERTO.
ESPERANDO
(NSPIRACAD.

< EQUAL O CLIMA | PANICO DE ULTIMA
) CERTO? HORA.
-~
§§x/ 3
A k> » R
\J N
N AR &//P%
TR
’,
s i

[ . = ]
R _ L.
l b - < = n:\




AGRADECIMENTOS

Primeiramente aos meus pais, cujos ensinamentos me guiaram, cujas palavras me
acalentaram e que com exemplos me educaram.

As minhas irmas, exemplos maiores do que dona Magda ensinou sobre o que significa estudar.

A Daiane, pelo amor e pelos sorrisos inspiradores, que me despertam dia a dia para os
significados das batidas que sinto no peito.

Ao Jenner que aceitou mais uma vez me orientar.
Ao professor Rébmulo com quem aprendi muito.
Ao professor Marcos que foi um grande apoio e um amigo durante todo esse trajeto.

Ao coordenador do Lanagro/MG, Ricardo Aurélio Nascimento Pinto, que permitiu que eu
participasse do doutorado.

Ao coordenador da DBIO no Lanagro/MG, Pedro Mota, pela confianca e por todo bom humor.

As duas pessoas que me deram o apoio inicial para todo esse caminho de mestrado e
doutorado, Anapolino e Marcelo. Sem eles néo teria sido possivel comecar tudo isso e eu ainda
estaria ainda preso no marasmo entre 0 amanhecer e entardecer. Obrigado, Anapolino, por
atender a todas as minhas dulvidas veterindrias com bom humor caracteristico. Obrigado,
Marcelo, por dar um exemplo do que é competéncia.

A Ana Claudia sem a qual o LBM n&o teria vingado e eu teria enlouquecido ou me afogado no
mar tedioso da burocracia.

Ao Natanael pela disposi¢cdo e apoio essenciais que nos ajudam a carregar os fardos mais
pesados no LBM.

A Tatiana, cujas historias pds-congresso estdio entre os momentos mais divertidos de
novembro e outubro.

A Mariana Lazaro Sales, o coringa do laboratorio.
A Erica Bravo Sales que enfrentou com bravura os sequencimentos, a filogenia e a peteca.

A Estefania Guedes que mostrou que o problema nem sempre esta na concentracdo do gel ou
da PCR, mas na classe com que se preparam 0S mesmos.

A Michele e Naiara, presencas mais recentes, mas importantes.

A turma de sempre, amigos do laboratério que mesmo sem participar dos experimentos
ajudaram nas conversas. Alexandre Penna, com o humor e a preocupacdo. Paulinho, cujos
desafios insanos ajudavam a desviar a atencdo. Guilherme com os comentarios canhestros.
Paula, com a presenca feminina que colocava o pessoal no eixo moral na academia. Mikael e
Fabio, pelas conversas e por sobreviverem ao futebol de toda quinta.

Ao pessoal do Retrolab que tanto participava das reunides “jennéricas” com artigos
interessantes.



SUMARIO

RESUMO ......oiiuieeee ettt ettt ettt ete et ae e s e et et et ese st e ss et ese st ess et esssae s ete et ete et et e etaneeeereseeneaeens 9
ABSTRACT ..ottt ettt ettt et ettt et et et et et et e e et et et e et ese et et e et e aeeteteeteneeteneeeeneetennatenes 11
1\ T0]010 107X 0 T 12
PARTE 1: A DOENGCA DE AUJESKY ....ooovitiiiieieteeieeeee ettt ettt 13
L HISIOMICO ..o 13
2 TaXONOMIA O SUHWV-1 ....iiiiiiiiiiiiiiiiiirerieereresrsrrerrrrrrsrrerrsrersesrsesrsrre—rrrrrrr..—.—rsrrrare.——.—.... 13
3 ASPECLOS MOIECUIAIES.........uiiiieiie e s e e e e e s e e e e e e e e s nntnraeeeaaeenas 13
A LABNCIA oo e i 16
5 SINAIS ClHINMICOS ... nsnann 17
6 EPIAEMIOIOTIA .. eeeei ettt e s 18
7 IMPACLO ECONOMICO ....eeiiiiiiiii ettt ettt e e et e e e e 18
R Tod g - Tor- Lo L OO TP PP PUPPR 18
N Ofe a1 o] (=l = = g = To [Tor= Vo= 1o O TP TP PP PUPPP 19
(OB = To | a0 ] 1o o ST OP PP OPUPPPPPPIIN 20
11 Epidemiologia MOIECUIAr .........ccooviiiiii 21
PARTE 2: DIAGNOSTICO MOLECULAR DO VIRUS DA DOENCA DE AUJESZKY ................ 22
Capitulo 1: PCR DUPLEX PARA DIFERENCIACAO DE AMOSTRAS VACINAIS E
SELVAGENS DO VIRUS DA DOENGA DE AUJESZKY .....coooviieeieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ae et et e s et et et e e et et et et et et ese et er e et ene et ene et enearens 23
Capitulo 2: DIAGNOSTICO E GENOTIPAGEM DO VIiRUS DA PSEUDORAIVA POR NESTED-
PCR E ANALISE DE RESTRICAO ENZIMATICA ..ottt 27
RESUMO ..ottt ettt e et ettt et e et ete et et s tesestesestensetensaee s ete s aseeeateseaseasareieas 27
INTRODUGAO . .......oouiiiiietiee ettt se et e s st et e s es e esese s esesean s e 27
MATERIAL E METODOS .....oooeiiieeteeeseeeeete ettt e et eessteesee s ate s sae s eteenaenenaneenas 28
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt te st sae s stesssaeesete s aee s ete s saeeenseeeaneesareanas 30
DISCUSSAD. ...ttt ettt ettt e et s et et s et et et s et e et e e st et e ss s s aetene s st esenn e e 32
Capitulo 3: PCR EM TEMPO REAL PARA DETECCAO DO VIRUS DA DOENCA DE
AUJTESZKY ..ottt ettt ettt ettt ettt et ettt et et et et et et e et r ettt ene et nn et eneatens 34
RESUMO ...ttt ettt ettt et te et e et et te st e st e te e st et et et eteesete s eseesene e 34
INTRODUGAO . .......oouiiieieteeeee et eeeee et st e e s et et e et st ese s et e tes e e st e tese s seesese s st atennnann 34
MATERIAL E METODOS ..ottt ettt s e en et esase s are e 35
RESULTADOS ...ttt ettt ettt et e et e st s ae e st eeseeeseteessee s ete s saeeeeteeeaseesareanas 37
DISCUSSAO ... .ottt ettt ettt et e et et e et et e s aeae et e ee st e s ete s aee e et et eteeeeseeeaneesareanas 40
Capitulo 4: PCR MULTIPLEX PARA DETECCAO DO HERPESVIRUS SUINO 1,
HERPESVIRUS BOVINO 1, HERPESVIRUS BOVINO 5 E HERPESVIRUS OVINO 2 ............ 43
RESUMO ..ottt ettt ettt ettt ete et et e s e e et ese s et ete s ae e e ete s eeeeeeteeaaseesare e 43
INTRODUGAO . .......oouiiiiietieeee ettt e e e ettt es et et e s s et e se s e s es et eseesesesese s ssesean e s 43
MATERIAL E METODOS ..ottt n et st eneteenaseesane e 44
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt se e e e et e s e s et e s eteeseteeseseenaneenas 45
DISCUSSAD. ...ttt ee ettt et n ettt e et et se s et e et e e et st ese s e e etese s et etenn e e 49
Capitulo 5: PCR MULTIPLEX EM TEMPO REAL PARA DETECCAO DE AGENTES
ASSOCIADOS COM DOENCAS RESPIRATORIAS DE SUINOS ......cooveeeeeeeeeeeeeeeeein 51
RESUMO ...ttt ettt e ettt e et et te et et s saeee et et e s e eesetessse e e et et aeeseeteeeaseeeareinas 51
INTRODUGAO . .......oouiiiiietieeee ettt st e et n et e et e s s et eseesesesese s esasenn s e 51
MATERIAL E METODOS ..ottt sttt e et seees et essee s ete s ste s ete e aeeenane e 52
RESULTADOS ...ttt ettt ettt et s etet s saets et seseeesete s see e et e s atesaeseeeaseeeareieas 53
DISCUSSAO ... .ottt ettt ettt ettt et e et et e s ae e e tet e st et ete e se e s etesateseeteeeaseeeareanas 54
Parte 3: PADRONIZACAO DE FERRAMENTAS MOLECULARES PARA EPIDEMIOLOGIA DO
VIRUS DA DOENGCA DE AUJESZKY ..ottt ettt e s st en s aneans 55
Capitulo 6: GENOTIPAGEM DO VIRUS DA DOENCA DE AUJESZKY POR PCR MULTIPLEX
E RESTRICAO ENZIMATICA ...ttt ettt ettt eaeneeeene e 56
RESUMO ...ttt ettt et ettt et te et et e et e e et ete st ens et ens st e s et et eseeseteeseseesare e 56



INTRODUGAO. ..ottt ettt ettt ettt ettt et et s s e te et ete st est et e e st et ete e ateseeteseasssnareseas 56

MATERIAL E METODOS ..ottt ettt e et e e e et e e e e e e eae s 57
RESULTADOS ..ottt et ee et ettt e et et ee et e e e et et e et e e e e e een s 58
DISCUSSAD ... ettt ettt ettt et et e et e e et e et 60
Capitulo 7: GENOTIPAGEM E CARACTERIZACAO MOLECULAR DO HERPESVIRUS
SUIDEO 1 POR SEQUENCIAMENTO PARCIAL DE UL4A4 ..o 62
RESUMO ..ottt ettt e et ettt e e e et et e e e et e e et e et e et 62
INTRODUGAO. ...ttt ettt sttt ettt ettt et e saete st et e st essete e st et et et stsseeteseassseare e 62
MATERIAL E METODOS ..ottt ettt et ettt e ettt e et et eeae et et e eee et e eaeaeeeeeeees 63
RESULTADOS ...ttt ettt ettt et ettt et e et et ettt e e ee e et et e et et e eee et eteeae et e eae et eeeeaes 64
DISCUSSAD ...ttt ettt et e et ettt et e et et e et et e et et et ettt et e e aaes 72
Capitulo 8: FILODINAMICA DO VIRUS DA DOENGCA DE AUJESZKY ......ccccvoeeveeieeeenenernnnn. 75
[=J SIS U]V @ OSSR 75
INTRODUGAO . .......oouiiiiietiee ettt ettt e ettt ae ettt s st e s st ese st esene s e 75
MATERIAL E METODOS ...ttt e et e e et e e et e e e e s e eaeeee et eeeeeeeeeeeaeseeeeaeeees 76
RESULTADOS ..ottt ettt ee et e et et e e e et et e et et e e e e e et e e e et eeeeeeeeeesaeaeeeanaees 78
DISCUSSAOD ..ttt ettt e e et et et e et e et et et e e e e et e aaas 88
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt et e e e e e e e e e eeeeeeeeeneennans 92



LISTA DE TABELAS

Capitulo 2
Tabela 1 Amostras padréo e de isolados brasileiros de SuHV-1 utilizadas no

1= 10 o o T PP o5
Tabela 2 Comparacao da sensibilidade analitica da nested-PCR e PCR

convencional para SUHV-1..........ccooiiiiiiiiiei e

Capitulo 3 32
Tabela 1 Valores médios de Ct e desvios-padrao da qPCR.........cccccceveeeernnns
Tabela 2 Desvio Padréo dos Cts e Picos de Desnaturagdo na Confirmagéo do

0 PRSPPI 40
Tabela 3 Desvio Padréo dos Cts e PD nos testes de REP, RPO, ROB..............
Tabela 4 Valores de Ct para as amostras clinicas positivas.............ccccocccvvvvennnn.. 46

Capitulo 4 47
Tabela 1 Iniciadores utilizados neste trabalho............ccccccooviiiiiiiiiii e, 48
Tabela 2 Resultados obtidos a partir da mPCR a partir de amostras clinicas.....

Capitulo 5 60
Tabela 1 Iniciadores e sondas utilizados para detecc¢do dos patégenos

pesquisados nesse trabalno...........cccooiiiiii

Capitulo 6 65
Tabela 1 Amostras do SuHV-1 utilizadas nesse trabalho..............ccccuviiieeeneenn, 66
Tabela 2 Iniciadores utilizados nesse trabalho............cccceeii 67
Tabela 3 Quantidade de sitios de restricao para cada amplicom nos genaétipos |,

1@ A SUHV-Luoooiiiiiiieee et 68

Capitulo 8 69
Tabela 1 Genes utilizados para as andlises filogenéticas desse trabalho........... 70
Tabela 2 Iniciadores utilizados nesse trabalho para amplificacéo dos genes us9,

UIL4 € ul49.5 d0 SUHV-L. ..ot 72
Tabela 3 Modelos de substituicdo, reconstrucdo de arvore filogenética e

programas utilizados para cada grupo de sequéncias estudadas nesse

TrADAIN0. ...

LISTA DE FIGURAS 80

Capitulo 1 81
Figura 1 Resultado da PCR duplex em gel de agarose 1,5% corado com

Drometo de EtidEO. .....cvviiiiiiiiic e 82

Capitulo 2 83
Figura 1 Padrbes de fragmentos de restricdo dos genoétipos de SuHV-1........... 84

Capitulo 3 85
Figura 1 Curva de desnaturagéo (dF/dT versus Temperatura) das amostras

positivas e negativas utilizadas no teste de detec¢do do SuHV-1 em

AMOSEIAS CHNICAS. . .iieiiiie et e e e e e e e e e enenes 86

Capitulo 4 87
Figura 1 Eletroforese em gel de agarose 2% da mPCR...........cccooceiviiiiieeennnnn 88
Figura 2 Eletroforese em gel de agarose 2% da mPCR de resultados positivos

para BoHV-1 e BoHV-5 digeridos pela enzima de restricdo Btgl..........
Figura 3 Sensibilidade analitica da PCR mMUltipleX..........coccvveiiiiiieeiiiieee e,

Capitulo 6
Figura 1 Perfis de restricdo enzimética por BamHI para amostras de isolados e

Figura 1

amostras clinicas de SUHV-1..........cccciiieiiiiiiii e,
Capitulo 7
Arvore filogenética reconstruida a partir do método bayesiano............



Figura 2

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5
Figura 6

Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

10

Arvore filogenética do SuHV-1 gerada a partir de sequéncias parciais
do gene ul44 com o método de Neighbor-Joining no programa MEGA
O PSP
Arvore filogenética do SuHV-1 gerada a partir de sequéncias parciais
do gene ul44 com o método de Maxima Verosimilhanca no programa
SBAVIEW. .ttt ettt et e e e e e e et eeaaaeaeeans
Arvore filogenética do SuHV-1 gerada a partir de sequéncias parciais
do gene ul44 com o método bayesiano no programa Mr. Bayes.........
Arvore distancia por anos. Os valores nos nds da arvore representam
a distancia em anos em relacdo a amostra mais recente, 614BWGER,
isOlada €m 2008.........ccooiiiiiiie e
Resultados do programa Selecton para a regido N-terminal de gC......
RegiGes de desordem protéica detectadas nos programas RONN,
GlobProt, FoldINdex, VL3 e VLTX na por¢ao N-terminal da
glicoproteina C do SUHV-1.........cooiiiiiiiiiiiiie e
Capitulo 8

Arvores filogenéticas para os genes ull4, ul49.5, us6 e uso...............
Arvores filogenéticas para 0S genes US7 € USS.........c.ccvevveveveeereennanes
Arvores filogenéticas para sequéncias completas do gene ul44..........
Rede filogenética reconstruida a partir de sequéncias parciais de ul44.
Rede filogenética reconstruida a partir do programa Network..............
Andlise por dados discretos incorporada a arvore filogenética para
amostras de focos de pseudorraiva ocorridos no estado de lllinois,
EStados UNIdOS........ccuiiiiiiiiiieie et
Andlise por dados continuos incorporada a arvore filogenética para
amostras de focos de pseudorraiva ocorridos no estado de lllinois,
1Sy = Vo [0 10 T [0 1= PR
Figura 8: Resultados da andlise filogeogréfica da partir de dados discretos das
sequéncias de ul44 do SuHV-1 isolados a partir de javali na Europa entre 1995

Figura 9: Imagens geradas a partir da analise por time slicer da
distribuicdo genética do SuHV-1 em javalis na Europa.............ccceeene



RESUMO

O suid herpesvirus 1 (SuHV-1) é o causador da pseudorraiva ou doenca de Aujeszky,
enfermidade contagiosa e epidémica que acomete suinos em diversas fases de producdo. E
uma enfermidade de notificagédo obrigatdria pela Organizacdo Mundial de Saude Animal, o que
pode acarretar sérias barreiras sanitarias no comércio internacional. O objetivo dessa tese foi 0
desenvolvimento de métodos moleculares para aplicacéo direta no diagnéstico e epidemiologia
do agente etiolégico da doenca de Aujeszky. Os métodos moleculares de diagnéstico
desenvolvidos para a deteccdo exclusiva do SuHV-1 obtiveram alta concordancia com o
isolamento e neutralizacao viral. Além desses, outras técnicas foram desenvolvidas para a
deteccdo do SuHV-1 e outros agentes causadores de enfermidades respiratdria de suinos por
PCR multiplex em tempo real. Além da alta sensibilidade e especificidade, esses métodos
foram considerados rapidos e praticos para a deteccdo de SuHV-1 e agente relacionados. Uma
vez determinados os métodos para diagnéstico do agente da pseudorraiva, foram
desenvolvidas metodologias para caracterizacdo molecular do virus. O primeiro passo foi tornar
mais pratica e rapida a genotipagem por restricdo enzimatica do SuHV-1 para em seguida
aprofundar os estudos moleculares por sequencimento dos genes ul44, us9, us8, ul4, ul49.5.
Os dados gerados nessas analises permitiram definir grupos filogenéticos desse agente
difundidos pelo mundo que podem ainda diferenciar o virus isolado de suinos e de domésticos.
Os trabalhos dessa tese permitiram desenvolver novos métodos de diagnéstico rapidos,
sensiveis e especificos para deteccdo do SuHV-1 que podem ser utilizados em conjunto com
técnicas de caracterizagdo molecular que auxiliardo no entendimento da epidemiologia da
pseudorraiva.

Palavras chave: Doenca de Aujeszky, pseudorraiva, PCR, filogenia, filodidmica
ABSTRACT

The suid herpesvirus 1 (SuHV-1) is the causative agent of pseudorabies or Aujeszky's disease,
a contagious and epidemic disease that affects pigs in various stages of production. It is a
notifiable disease by the World Organization for Animal Health, which can cause serious health
barriers in international trade. The aim of this thesis was the development of molecular methods
for direct application in the diagnosis and epidemiology of the etiological agent of pseudorabies.
The molecular diagnostic methods developed for the detection of SUHV-1 had a high correlation
with viral isolation and neutralization. Besides these, other techniques were developed to detect
SuHV-1 and other agents causing respiratory diseases in pigs by multiplex PCR in real time. In
addition to high sensitivity and specificity, these methods have been considered practical and
quick to detect SuHV-1 and related agents. Since certain methods for diagnostic agent for
pseudorabies have been developed methods for the molecular characterization of the virus. The
first step was to make it practical and fast genotyping by restriction enzyme SuHV-1 then for
further study by molecular sequence of the gene ul44, US9, US8, Ul4, ul49.5. The data
generated in these analyzes allowed to define phylogenetic groups of the virus distributed
around the world and to differentiate the viruses isolated from domescit and wild swine. The
studies of this thesis developed new rapid, sensitive and specific diagnostics for detection of
SuHV-1 which can be used in conjunction with molecular characterization techniques which will
aid in the understanding of the epidemiology of pseudorabies.

Key words: Aujeszky’s disease, pseudorabies, PCR, phylogeny, phylodinamics
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INTRODUCAO

O suid herpesvirus 1 (SuHV-1) é o causador
da pseudorraiva, enfermidade contagiosa e
epidémica que acomete suinos em diversas
fases de producdo. E uma enfermidade de
notificacdo obrigatéria pela Organizacdo
Mundial de Saude Animal, o que pode
acarretar sérias barreiras sanitarias no
comércio internacional (OIE, 2009). A
importdncia dessa enfermidade levou
diversos paises a trabalharem em
programas de erradicagdo com altos
investimentos em melhoria dos métodos de
diagnéstico, vacinacdo e estratégias de
prevencao.

Dada a importancia dessa enfermidade,

essa tese teve como objetivos principais
estudar novos testes laboratoriais para

12

diagnostico e métodos de andlise da
evolucdo e epidemiologia molecular do
SuHV-1. Cada um desses objetivos foi
desenvolvido separadamente em uma série
de trabalhos divididos aqui em trés partes
principais.

A primeira parte trata de uma revisdo
bibliografica da enfermidade e biologia
molecular do virus. A segunda parte aborda
0s métodos de diagndstico molecular para a
deteccdo do SuHV-1 em tecido do sistema
nervoso central de suinos e, também, para
identificacdo de agentes envolvidos no
diagnostico  diferencial de  sindromes
nervosas de bovinos e  doengas
respiratérias de suinos. Por fim, a terceira
parte desenvolve estudos da andlise do
genoma dos isolados de SuHV-1 por
diversos métodos de tipagem molecular.



Parte 1: A DOENCA DE AUJESKY
1 Historico

A doenca foi descrita pela primeira vez em
bovinos em 1813, apesar da maior
importancia econdbmica em suinos. Foi
descrita como mad itch por causa do prurido
intenso e morte ocorridos nos animais
acometidos. Devido aos sinais clinicos
parecidos com os da raiva, passou a ser
denominada pseudorraiva na Suica, em
1849. A outra denominacdo, Doenca de
Aujeszky (DA), passou a ser utilizada depois
de 1902, quando Aladdar Aujeszky
estabeleceu que o agente etiolégico ndo era
bacteriano. Apenas em 1934, Sabin e
Wright identificaram o agente etiolégico da
pseudorraiva como  um herpesvirus
imunologicamente relacionado com o
herpes simplex (Kdhler e Kohler, 2003).

A DA passou a ser considerada uma
doenca de alto impacto econémico a partir
dos anos 60 do século XX, inclusive no
Brasil, onde focos ja foram registrados nos
estados das regides sul e sudeste, sendo a
primeira ocorréncia datada de 1912. Varias
razBes foram postuladas para o aparente
aumento na gravidade, prevaléncia e
distribuicio da enfermidade. Uma seria a
ocorréncia de novas estirpes virais. Outra
envolve o declinio da peste suina classica
(PSC) com o desenvolvimento de vacinas
efetivas e testes de diagnosticos
especificos. Antes do surgimento das
técnicas de imunofluorescéncia, casos de
DA podem ter sido diagnosticados como
peste suina classica. Uma terceira razao
comumente citada foi a mudanca no manejo
de suinos nos udltimos 30 anos do século
XX. O sistema de confinamento total com
amplo numero de animais e leitegada
continua criaram um ambiente que favorece
a manutencéo e difusdo do virus dentro do
rebanho (Kluge et al., 1999).

2 Taxonomia do SuHV-1
O agente etiologico da DA, também

conhecido como virus da pseudorraiva (PrV)
ou virus da doenca de Aujeszky (ADV),

como é denominado em alguns trabalhos na
literatura. No entanto, seu nome oficial é
suid herpesvirus 1 e a sigla que o identifica
SuHV-1. O SuHV-1 é um membro da

subfamilia  Alphaherpesvirinae,  género
Varicellovirus, dentro da familia
Herpesviridae, ordem Herpesvirales

(Davison et al., 2009).

Trabalhos recentes ratificam a taxonomia do
SuHV-1 a partir de sequenciamento e
andlise filogenética. A comparacdo de
sequéncias de DNA altamente conservadas
de genes de glicoproteinas dos herpesvirus
permitiu demonstrar a semelhan¢a genética
entre o SuHV-1 e o BoHV-1, colocando o
virus da pseudorraiva mais préoximo do
herpesvirus bovino do que do varicella-
zoster virus (Wang et al., 2007).

Os alfaherpesvirus sao distinguidos por seu
rapido crescimento litico em cultura celular,
neurotropismo, laténcia em neurbnios e
amplo espectro de hospedeiros. O SuHV-1,
além de ter enorme importancia econémica,
€ um importante modelo para o
conhecimento da biologia dos
alfaherpesvirus (Enquist et al.,, 1999). Os
mecanismos envolvidos na iniciacdo da
infeccdo, morfogénese do virion e liberacéo
das particulas virais, neuroinvasdo e
espalhamento transneuronal sao
continuamente estudados para prover maior
conhecimento sobre infeccdo in vitro e in
vivo dessa sub-familia (Mettenleiter, 2000).

3 Aspectos Moleculares
Genoma Do SuHV-1

O genoma do virus da Doenca de Aujeszky
€ uma molécula de DNA linear em fita dupla
com o tamanho entre 140 e 150 kb. Estima-
se que possua 73 genes. Mais de 70 open
reading frames (ORFs) foram identificadas
com homologos relacionados com outros
alphaherpesvirus, nenhuma unica ao SuHV-
1. Ha um alto percentual de guanina e
citonsina (68% a 74%), sendo a terceira
base do codon aquela com maior incidéncia
G+C. O genoma consiste em uma
sequéncia Unica longa (U,) de 100 kb e uma
sequéncia Unica curta (Us) de 10 kb
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suportada por duas seqiiéncias invertidas, a
interna (IR) e a terminal (TR). Tal disposicdo
genbmica é referida como classe 2 ou D,
caracteristica do género Varicellovirus. A
presenca de seqléncias invertidas € um
fenbmeno intrigante para o qual ndo se
encontrou significancia fenotipica (Klupp et
al., 2004).

Variantes gendmicas de uma estirpe de
campo podem coexistir. Foi comprovado
que um conjunto de variantes genémicas do
SuHV-1 é uma caracteristica estavel de
uma estirpe (Christensen, 1995).

Capsideo, Tegumento e Envelope

O capsideo do SuHV-1 tem forma
icosaédrica e é composto por proteinas
codificadas por genes similares aos do
HSV-1. E reunido em 162 capsémeros,
divididos em 150 hexdmeros e 12
pentameros.

Os genes homoélogos do capsideo do SuHV-
1 sdo o UL18 (parte das estruturas triplex
entre os capsbmeros, em conjunto com
UL38, proteina de 295 aminoacidos, 31,6
kDa), UL19 (proteina maior que forma
hexons e pentons, 1330 aminoacidos, 146
kDa), UL26 (requerida para formacdo do
capsideo e maturacdo, 524 aminoacidos,
54,6 kDa), UL 26.5 (substrato para UL26,
278 aminoacidos, 54,6 kDa), UL35 (103
aminoacidos, 11,5 kDa) e UL38 (forma
triplexes com UL18, 368 aminoacidos, 40
kDa) (Klupp et al., 2004).

O tegumento € uma camada proteinacea
composta por mais de 15 proteinas.
Enquanto o capsideo tem simetria
icosaédrica, o0 tegumento ndo parece
apresentar nenhuma estrutura parecida.
Apenas na parte mais interna, ocorre
alguma simetria, em ponto de contato com e
em volta dos vértices do capsideo (Zhou et
al., 1999). As particulas virais recebem seu
tegumento final durante o envelopamento
secundario no citosol em um processo
complexo que envolve interacdes
especificas proteina-proteina com marcada
redundancia. As proteinas do tegumento
sdo importantes constituintes do virion por
ligarem envelope e nucleocapsideo, além
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de serem responsaveis pelo seqiestro da
maaquinaria celular para a replicacdo viral.
Como exemplo, pode-se citar UL41, pelo
shut off, e UL48 pelo papel de ativacdo dos
genes virais imediatamente precoces. A
estrutura do tegumento é composta
principalmente pela proteina UL36, a maior
encontrada na familia dos herpesvirus.
Especula-se que UL 37 interaja com UL 36
e forme a segunda camada do tegumento
(Mettenleiter, 2002).

O envelope do SuHV-1 é derivado de
membranas intracelulares das vesiculas na
area  trans-golgi. Contém  proteinas
codificadas pelo virus, sendo a maioria
modificada pela adicdo de cadeias laterais
de carboidratos, portanto designadas
glicoproteinas. Sendo um constituinte
superficial do virion e das células
infectadas, as proteinas do envelope séo os
alvos dominantes para a resposta imune do
hospedeiro (Granzow et al., 1997).

Glicoproteinas

As glicoproteinas do SuHV-1 sédo
homologas as glicoproteinas do herpesvirus
simplex. Depois do 18th International
Herpesvirus Workshop (1993) foi
recomendado que os nomes dados a essas
glicoproteinas do agente da doenca de
Aujeszky fossem os mesmos das proteinas
homoélogas do HHV-1.

A (glicoproteina gB é essencial para o
desenvolvimento do SuHV-1, com
importdncia na penetragdo e na difusdo
célula-célula (Mettenleiter, 1996). E a mais
conservada entre as proteinas dos
alphaherpesvirus, sendo inclusive usada em
andlises filogenéticas entre as diferentes
espécies dessa subfamilia (McGeoch et al.,
2000).

A glicoproteina gC é um dos principais
componentes na adesdo a superficie
celular. A auséncia de gC causa diminuicdo
da viruléncia em porcos com mais de trés
semanas de idade, porém ndo ha efeito em
neonatos. Desconhece-se 0 modo como a
idade afeta a viruléncia (Nauwynck, 1997).
A combinacdo com gE tem papel no
egresso do virus da célula infectada. A



glicoproteina C é imunologicamente
importante e o gene que a codifica € uma
das regibes mais variaveis do genoma do
SuHV-1 (Ishikawa et al., 1996).

O gene da glicoproteina gD esta envolvida
na adesdo e penetracdo do virus, sendo
essencial nesse sentido, porém ndo é
requerida para a difusdo célula-célula
(Petrovskis, 1986).

As glicoproteinas gE e gl formam um
complexo ligado ndo-covalentemente que é
expresso na membrana da célula infectada
(Nauwynck, 1997). N&o séo essenciais para
0 desenvolvimento do virus, porém a
auséncia de gE reduz a viruléncia. E
comumente deletada nas vacinas
atenuadas de SuHV-1. Os virus deletados
possuem uma capacidade reduzida para
infectar neurénios de segunda e terceira
ordem nas rotas olfatérias e do trigémeo
(Mulder et al., 1994).

A glicoproteina H é a segunda glicoproteina
mais conservada entre o0s herpesvirus
(Christensen, 1995). E essencial para o
desenvolvimento do virus com papel de
destaque na penetracdo e na difusdo célula-
célula (Nauwynck, 1997).

Outras glicoproteinas sdo gG, que
excretada pela célula infectada se liga com
alta afinidade a quimiocinas; essa
caracteristica permite que o virus iniba a
atividade dessas proteinas, modulando
assim a resposta imunoldgica (Viejo-
Borbolla et al., 2009), gK, essencial,
conservada entre os alphaherpesvirus e
com papel na difusdo célula-célula, mais
precisamente na liberacdo do virion (Klupp
et al., 1998), gL, essencial, conservada na
familia dos herpesvirus e com papel na
penetracdo e difusdo célula-célula (Klupp et
al.,, 1997), gM, com fungcdo modulada na
penetracdo e conservada na familia dos
herpesvirus e forma um heterodimero com
gN (Christensen, 1995).

Penetracédo e replicacéo

O SuHV-1 possui um padrdo complexo de
replicacdo e penetracdo. Até mesmo a

expressdo dos seus genes ainda é pouco
conhecida e alvo de estudos. Sabe-se até o
momento que a dose infectante €
fundamental para se determinar se o virus
entrard em estado de laténcia ou partird
para uma infeccdo aguda como acontece
com outros herpesvirus (Mador et al., 1998).
A entrada do SuHV-1 na célula ocorre a
partir da interacdo das glicoproteinas virais
com a membrana celular. Primeiro ocorre a
adesdo pela interacdo de gC na matriz
extracelular; gD liga-se a um receptor
celular especifico e estabiliza a interacdo
célula-virion. gB, gH e gL mediam a fuséo
do envelope viral e da membrana
plasmatica celular para permitir a
penetracdo do capsideo e do tegumento no
citoplasma celular (Pomeranz et al., 2005).
Enquanto o processo de adsor¢cdo depende
de temperatura e de energia, a fuséo
independe desses fatores. O tegumento
toma controle da maquinaria de sintese
protéica celular imediatamente, enquanto as
proteinas do capsideo e do tegumento
interno  sdo transportadas através de
microtUbulos até o nucleo celular.

Os genes do SuHV-1, como o de outros
herpesvirus, podem ser divididos como
imediatamente precoces, precoces e tardios
coordenados em uma transcricAo em
cascata. IE180 ¢é o0 Unico gene
imediatamente precoce e sua transcricdo é
seguida pelos genes precoces envolvidos
na sintese de DNA. Os genes tardios estado
envolvidos com a sintese de proteinas do
capsideo e do envelope (Tombacz et al.,
2009). Foi demonstrado que a multiplicidade
de infeccdo (MOI) influi diretamente na
transcricdo do genoma viral. Em alguns
casos, altas taxas de MOI podem diminuir
sensivelmente a producdo do transcrito
antissenso, 0 mesmo que esta diretamente
ligado ao processo de laténcia do virus.
Diversos transcritos de genes proximos
estdo ligados ao mesmo mecanismo
regulatério (Toth et al., 2010).

A proteina do IE180 €& expressa no
citoplasma e levada de volta para o ndcleo
celular onde ativa a transcricdo dos genes
precoces pela RNA polimerase Il. As
proteinas dos genes precoces envolvem-se
na sintese de DNA viral ou ativadoras de
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transcricdo. Supbe-se que a replicacdo do
DNA do SuHV-1 ocorre como a de outros
herpesvirus no processo de rolling circle.
Esse processo sinaliza os estagios mais
tardios do ciclo de replicacdo e a sintese
das proteinas verdadeiramente tardias
(Roizman e Knipe, 2001). O genoma do
SuHV-1 codifica  diversas  proteinas
associadas diretamente com a sintese de
DNA, inclusive algumas relacionadas
diretamente com a replicacdo de DNA
circular, o que respalda a indicagcdo da
replicagdo em rolling cycle (Lehmar e
Boehmer, 1999).

As proteinas do capsideo sdo transportadas
para o nucleo onde ocorre a montagem do
capsideo e a insercdo do DNA gendmico.
Durante a saida do nucleo celular, o
nucleocapsideo viral funde-se com a
membrana interna, adquirindo seu envelope
primario, e escapa para O espago
perinuclear. A morfogénese segue com a
perda do envelope primario e o ganho do
envelope final em associagdo com o
tegumento nas organelas de secregédo
celular. O virus maduro é levado para a
superficie celular em uma espécie de
compartimento ou vesicula derivada do
compartimento do envelope.

4 Laténcia

Animais sobreviventes de uma infecgéo
aguda do SuHV-1 estardo inevitavelmente
infectados com o virus em sua forma latente
pelo restante de suas vidas. A laténcia
geralmente ocorre no ganglio trigémeo ou
bulbo olfatério dos suinos, podendo também
ocorrer nas tonsilas. Esse mecanismo é
comum tanto em suinos domésticos quanto
selvagens (Romero et al., 2003). Mesmo
animais com altos indices de anticorpos
detectados por soroneutralizacdo estédo
sujeitos a infeccdo que acarretara em
laténcia (McCaw et al., 1997). Esse fato é
notado até mesmo em leitdes com altos
niveis de anticorpos provenientes do
colostro. Mesmo que esses animais n&o
apresentem sinais clinicos, tendem a
abergar o virus em seus principais sitios de
laténcia (Mengeling, 1989).
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O virus ndo pode ser isolado nesse estado,
no entanto seu genoma permanecera em
forma epissomal. O genoma permanece
ativo para transcricdo, mas apenas uma
pequena regido é transcrita (Cheung, 1989).
Essa ¢é denominada LAT ou latency
associated transcripts e estende por cerca
de 12,6 kpb. LAT sao transcritos a partir da
regido de genes imediatamente precoces,
porém em direcao inversa (Priola e Stevens,
1991). Apesar de ainda se conhecer pouco
sobre os LAT, sabe-se que um dos
transcrios mais longos tem potencial para
transcrever trés proteinas  diferentes
(Cheung, 1995). A regulagdo desses
transcritos esta envolvida com genes como
o IE180 e também com dois promotores,
LAP1, essencial para transcricdo em
neurdnios e dispensavel em células de
linhagem (Jin et al., 2000) e LAP2, ativo
tanto em neurdnios quanto em células nao-
neuronais (Taharaguchi et al., 2002).

A apoptose celular é inibida nos neurdnios
infectados pelo SuHV-1, apesar de esse
efeito parecer ser temporario (Marcaccini et
al., 2006). Analises recentes demonstram
que a Unica proteina antiapoptética
conhecida desse virus, US3, inibe a morte
celular programada em neurbnios do
mesmo modo que ocorre em células de
testiculo e outras células ndo-neuronais do
ganglio trigémeo (Geenen et al., 2005).

A replicacdo do virus é reativada tanto
naturalmente  por  estresse, quanto
experimentalmente por ac¢bes de drogas
imunossupressivas. As particulas virais
deslocam-se entdo para os sitios periféricos
de replicacdo pelo caminho inverso da
infeccdo. A reativacdo resulta em um novo
episédio de disseminacdo do SuHV-1. A
difusdo e multiplicagdo virais sdo
inversamente proporcionais ao nivel de
protecdo imune do animal (Maes et al.,
1997).

Os estudos sobre a laténcia e a reativacéo
ja foram realizados com camundongos para
se determinar a importancia da prenhez e
do parto na reativacdo. Os resultados
encontrados demonstram que nessa
espécie animal h& poucos indicios de
atividade viral e infeccdo da progénie,



porém o organismo maternal pode ser
bastante afetado e implicar na diminuicdo
de peso das crias (Tanaka e Mannen,
2008).

A ocorréncia do fendmeno de laténcia é de
alta preocupagdo para a suinocultura. Os
animais latentes precisam ser eliminados do
rebanho para evitar a recorréncia de surtos
da DA. Geralmente a eliminacédo é realizada
com o auxilio de técnicas sorolégicas que
glicoproteinas especificas para
diferenciagdo de animais. Realizam-se
multiplos testes para abate seletivo dos
infectados, no entanto existem fendémenos
que podem gerar alguns problemas nesse
processo. Animais em estado de laténcia
podem apresentar decaimento do nivel de
anticorpos, acarretando resultados falso-
negativos (McCaw et al., 1997). E preciso
observar com cuidado qual tipo de marcador
utilizado em técnicas de ELISA. A
comparacdo daqueles baseados em gE e
gC com gG demonstrou que 0s primeiros
sdo mais confiaveis (White et al., 1996).

5 Sinais Clinicos

Os sinais desenvolvidos pelos animais
infectados pelo SuHV-1 variam
principalmente segundo a faixa etaria,
estando ainda associados a estirpe e dose
infecciosa. H& uma predilecéo pelos tecidos
nervosos e respiratorios, sendo os primeiros
mais freqliientes em animais jovens e 0s
Ultimos nos mais velhos. O desenvolvimento
da enfermidade nem sempre é aparente,
sendo detectavel apenas por sorologia em
alguns rebanhos engquanto em outros ocorre
uma rapida e grave disseminacdo do
agente. A auséncia dos sinais clinicos é
mais freqlente quando ndo h& animais
muito jovens no local, sendo esses 0s mais
susceptiveis a infeccdo (Kluge et al., 1999).

Os sinais clinicos mais freqiientemente
relatados sdo os seguintes (agrupados por
faixa etaria):

Dois a quatro dias de idade: Ocorre um
periodo de incubagdo de dois a quatro dias
antes que o0s sinais clinicos sejam
observados. Nota-se entdo febre (41°C),
anorexia e depressdo. Dentro de 24 horas,

podera haver sinais ligados ao sistema
nervoso central (SNC) como hipersalivacéo,
incoordenagdo, ataxia e tremores. Os
animais afetados tendem a se sentar como
cdes devido a paralisia dos membros
posteriores. Apds a apresentacao dos sinais
clinicos no SNC, os animais tendem a
morrer em 24-36 horas. A mortalidade
alcanca até 100 %.

Trés a nove semanas de idade: A
mortalidade diminui nesse grupo,
alcancando 50 % nos animais entre trés e
quatro semanas e 10 % apo0s as cinco
semanas de idade. Suas causas s&o as
mesmas citadas anteriormente, no entanto
0s sinais clinicos tendem a ser menos
severos surgindo entre trés e seis dias apés
a infeccdo. Sintomas respiratérios podem
estar presentes, caracterizados  por
corrimento nasal, dispnéia e progressao a
tosse grave. Tais animais perdem uma
quantidade significante de peso, mas
recuperam-se apos o intervalo de duracao
dos sintomas (cinco a dez dias). A
mortalidade é mais freqiilente nos leitdes
gue apresentam sinais no SNC e naqueles
que sofrem uma infeccdo secundaria
concomitante aos sintomas respiratorios.

Animais de terminagdo: H&4 um baixissimo
indice de mortalidade em animais nessa
faixa etaria (entre 1 % e 2 %), todavia a
morbidade alcanca alarmantes 100 % que
acarretaram na perda de pelo menos uma
semana no ciclo de producédo. Os sintomas
surgem entre trés e seis dias pés-infecgéo,
entre os quais se incluem febre, depresséao,
anorexia e de leves a graves sinais
respiratérios. Os sinais no SNC ocorrem
esporadicamente, variando entre leves
tremores  musculares e  convulsdes
violentas. A duracdo € de seis a dez dias,
apés os quais a recuperacao é rapida com
volta do apetite e desaparecimento da febre.
As perdas aumentam em caso de infec¢fes
secundarias por Actinobacillus
pleuropneumoniae.

Reprodutores: Os sinais desenvolvidos s&o
similares aos dos animais de terminacao.
Fémeas prenhas abortam frequientemente.
Ocorre a reabsorcdo do feto no primeiro
semestre de gestacdo. As falhas
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reprodutivas entre o segundo e o terceiro
trimestres sdo caracterizadas pelo aborto e
nascimento de animais fracos ou
prematuros. Esses sintomas ocorrem em
cerca de 20% das fémeas infectadas.

6 Epidemiologia

A transmisséo da doenga se da por contato
com secrecdes orais e nasais por aerossol.
Também pode ocorrer pelas Vvias
transplacentaria e vaginal, além de pelo
sémen e leite. Tipicamente, um foco termina
com 0s animais convalescentes
permanentemente infectados com o virus
em estado de laténcia (Kluge et al., 1999).

A gravidade da infec¢@o varia conforme a
imunidade do rebanho. Geralmente, o efeito
em um rebanho sem protecdo ou contato
prévio com o virus é devastador, com até
90% de mortalidade entre suinos com até
uma semana de idade (Kluge et al., 1999).

Focos ja foram registrados em varios
estados brasileiros como Minas Gerais, Rio
de Janeiro e todos os estados da regido Sul
(Groff et al., 2005). Estudos realizados entre
1982 e 1986 em Sdo Paulo relataram a
existéncia de 66 focos da DA, além de um
levantamento sorolégico que determinou
uma prevaléncia de 2,6% (Cunha et al.,
1998). O estado de Santa Catarina registra
a ocorréncia da enfermidade desde 1983
com um aumento gradativo das granjas
afetadas até o inicio do século XXI, quando
se notou uma diminuicdo no ndmero de
relatos (Groff et al., 2005).

7 Impacto Econémico

A DA estd difundida mundialmente e é
considerada uma importante causa de
perdas econdmicas na criacdo de suinos
(Piatti, 2001). Campanhas de erradicacédo ja
foram feitas em varios paises, sendo que o
programa de erradicacdo da DA na
Inglaterra teve uma duracdo de dez anos.
Nos Estados Unidos, a estimativa do custo
do programa de erradicacdo foi de 197,1
milhdes de ddlares, sendo que haveria um
ganho de 336,5 milh6es de délares para o
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consumidor e 35,9 milhdes de doélares para
o produtor (Miller, 1996).

A erradicacdo da DA é importante para um
pais como o Brasil. Os suinos constituem o
guarto maior rebanho brasileiro, com cerca
de 31.949.106 cabecas em 2006, de acordo
com dados do IBGE. A producdo é de
2.298.242 toneladas por ano com um
consumo per capita de 12 kg/habitante/ano.
As exportacBes somam 528,2 mil toneladas
com uma receita de 1,04 bilhdo de reais.
Sendo uma producdo importante para o
pais, é fundamental o estudo de
enfermidades que podem causar alto
impacto como a DA. A enfermidade teve um
impacto de quase um milhdo de reais para o
estado de Santa Catarina (Zanella, 2001).
Em 2003, 5.075 animais foram destruidos e
29.350 foram abatidos. Nos anos seguintes,
houve uma diminuicdo de focos, com
apenas trés focos relatados em 2005 (OIE,
2009).

8 Vacinacao

A utlizacdo de vacinas tem um papel
importante na reducdo das perdas
econdmicas causadas pela DA. Sua funcdo
principal é a de reduzir ou até prevenir as
consequéncias clinicas da DA, apesar de
ndo impedir a infeccdo pelo SuHV-1 (Gerts
et al., 1999). Possuem um potencial para
interferir na disseminacdo do virus, ainda
que 0s animais ndo estejam protegidos
contra infecgbes subsequentes. A escolha
de sua utilizacdo é parte importante de um
programa de erradicagdo, podendo ser
necessdaria em propriedades localizadas em
regides de alto risco. Soma-se a isso a
possibilidade de a vacinagdo reduzir a
disseminacdo do virus em um rebanho
infectado, facilitando os testes e remocao
dos infectados (Mengeling et al., 1997). A
eficiéncia da imunizagcdo esta diretamente
relacionada com a via de vacinacdo e com a
dose de desafio. Altas doses infecciosas
sdo capazes de superar a imunidade
adquirida, deixando os animais sujeitos até
a uma disseminacdo de titulos virais
comparaveis aos dos ndo vacinados.
Quando desafiados com baixas doses
infecciosas e vacinados por via intranasal,
0S animais excretam menor quantidade de



virus e por menos tempo do que aqueles
ndo vacinados ou do que aqueles vacinados
via intramuscular (Arellano et al., 1992).

As vacinas para a DA estdo disponiveis
como vacinas atenuadas ou inativadas. A
delecdo de genes especificos é essencial
para a posterior diferenciacdo dos animais
vacinados. Existem diferentes tipos de
vacinas atenuadas no mercado com
delecdes em porcbes variadas do genoma
para permitir tanto a atenuac¢@o do virus
quanto a posterior diferenciagdo dos
animais vacinados daqueles infectados
(Vannier, 2003). Os genes para timidina
quinase, gE, gl, gC, UL21 e gG sé&o 0s mais
comumente encontrados. Nem todas essas
delecdes provocam a redugéo da virulancia,
como acontece com gG e gC (Mettenleiter,
1990). A delegdo para certas proteinas
como gE e gl reduz consideravelmente a
difusdo neuronal, porém nenhuma das
delecbes impede que as vacinas atenuadas
produzam infeccbes latentes (Maes al.,
1997). Em alguns casos, essas infeccfes
latentes podem até ser reativadas e difundir
o0 virus vacinal (Mengeling et al., 1992).

Existem diferengas entre os tipos de
delegbes na protecdo induzida pela
vacinagdo. A via intranasal foi considerada a
melhor para a administragdo das vacinas
atenuadas. Além da via, o gendtipo vacinal
foi um fator importante na capacidade de
gerar laténcia, incluindo na carga viral
encontrada no ganglio trigémeo e a
quantidade de virus excretado apés o
desafio (Vilnis et al., 1998).

A utilizacao de vacinas pode ser crucial para
a eliminacdo do SuHV-1, no entanto é
preciso se tomar alguns cuidados para que
eficiéncia maxima seja alcancada como
utilizar a via adequada de vacinagao, repetir
0s boosters e evitar a entrada de novos
animais positivos nos rebanhos ou aqueles
vacinados com outros marcadores
(Pensaert et al., 2004).

O Plano de Contingéncia da Doenca de
Aujeszky prevé a utilizacdo de vacinas
atenuadas ou inativadas com delecéo para
gE, mas apenas em focos com diagnéstico
laboratorial positivo para  DA. A

diferenciacdo de animais vacinados é feita
por ELISA, mas ainda existe a possibilidade
de diagnéstico por PCR para identificacao
de animais Unicos reativos.

9 Controle e erradicacao

A Instrucdo Normativa n® 8 de trés de abiril
de 2007 do MAPA prevé a necessidade de
cada estado brasileiro criar um plano
estadual de combate & DA de acordo com a
regulamentacdo prevista no Plano de
Contingéncia. Entre os requisitos do mesmo
estdo um servigco de defesa sanitaria animal
estruturado, implementacdo de educacédo da
populacdo e normas complementares a
legislacédo federal.

Antes do desenvolvimento do plano
estadual, a unidade federativa devera
realizar um inquérito soroepidemioldgico
nos estabelecimentos de criacdo com
histérico de ocorréncia da doenca ou
vacinagdo. Uma vez aplicadas as normas,
haverda a necessidade de um segundo
inquérito para se solicitar a certificacdo de
zona livre ou provisoriamente livre. Em caso
de a atividade viral ndo ser observada ja no
primeiro inquérito e o estado estiver de
acordo com as hormas e exigéncias
sanitarias federais e da OIE, podera haver a
solicitacdo direta da certificacao.

Prevé-se o diagnéstico por ELISA (triagem
ou para gE em caso de vacinacéo) e teste
de neutralizacao viral. As técnicas de PCR e
isolamento viral poderéo ser utilizadas como
confirmatorias. A vacinacdo € prevista
apenas para propriedades com diagnéstico
laboratorial para a DA.

Focos confirmados implicam em medidas de
saneamento, desde a vacinacdo até o
inquérito soroepidemiolégico em
estabelecimentos de criagcdo de suinos em
um raio de cinco quildmetros. Aplica-se
entdo o despovoamento imediato, gradual
ou a erradicacdo por sorologia.

Um programa nacional bem fundamentado
€ imprescindivel para a erradicacao da DA.
Paises como a Alemanha sé conseguiram
eliminar a enfermidade apo6s a implantacao
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de um programa oficial de erradicacéo.
Nesse caso, em um prazo de catorze anos,
reduziu-se o ndmero de focos de dois mil
por ano para zero (Muller et al., 20003). A
Holanda também conseguiu a erradicagéo e
certificacdo de suas granjas como livres de
DA gragas a um programa dque incluia
vacinacdo e eliminacdo de animais
positivos. Em sete anos, o pais pode parar a
vacinacdo e passar apenas para a etapa de
vigilancia (Elbers et al., 2000).

A DA ja foi erradicada em outros paises
como Estados Unidos e Alemanha,
principalmente com a utilizagéo de vacinas
deletadas. Os estudos mais recentes se
voltaram para o diagnéstico em porcos
ferais ou javalis, atuais responsaveis pela
manuten¢do do virus na vida selvagem
(Ruiz-Fons et al., 2007; Wyckoff et al., 2009)

10 Diagnostico

O Manual de Testes de Diagnéstico e
Vacinas de Animais Terrestres (OIE, 2009)
prevé o diagnéstico da DA utilizando-se
isolamento viral em células de linhagem
suscetiveis como PK15. Testes sorolégicos
e de deteccdo de DNA também sé&o
indicados.

A neutralizacdo viral é prevista como o
meétodo soroldgico de referéncia, porém os
ELISAs sdo mais comumente utilizados em
diagndsticos. A primeira tem a desvantagem
de necessitar de técnicas de cultivo celular
e de um prazo maior para o resultado. Os
kits de ELISA disponiveis comercialmente
sdo mais sensiveis do que a neutralizagao
viral, além de existirem versbes que
permitem a diferenciagdo entre animais
vacinados e naturalmente infectados.

As técnicas de PCR séo previstas para a o
diagnéstico, mas ainda sem um
procedimento padrdo. Recomenda-se a
utilizacdo de regides conservadas como 0s
genes para gB e gD. A técnica pode
contribuir para o diagndstico da DA e
identificacdo  rapida dos virus em
campanhas de monitoramento ou de
erradicacdo para se analisar a presenca de
animais Unicos reativos, i. e., individuos do
rebanho que reagem positivamente nos
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testes de ELISA utilizados no
monitoramento que aparentemente ndo sdo
infectados (Bascufiana, 1997). A PCR ja foi
aplicada em outras situagbes, como
vigilancia epidemiolégica e andlise do
nimero de copias do virus em animais com
infeccdo latente na China (Yoon et al,
2005). A utilizacdo de vacinas deletadas
para gE é uma vantagem que também pode
ser aproveitada pela PCR. Iniciadores
podem ser desenhados para terem como
alvo os genes para alguma glicoproteina
conversada do virus e gE, permitindo assim
a deteccdo da presenca do SuHV-1 e ainda
sua diferenciagdo. Essa pode ser uma
ferramenta importante para avaliar a
biosseguranca na utilizagdo de vacinas
atenuadas, permitindo detectar a presenca
dessas no rebanho suino (Ma et al., 2008).

O diagnostico diferencial da DA é um fator
importante em um programa de erradicacao.
Os diferentes sinais podem causar confusao
com aqueles causados por outras infec¢des
virais como influenza suina (IS), peste suina
classica (PSC) e sindrome reprodutiva
respiratéria  suina (PRRS). Métodos
moleculares baseados na PCR estéo
disponiveis na literatura, permitindo a
deteccdo de diversos agentes, o que
aumenta a qualidade de um diagndstico ao
definir ndo apenas a auséncia de uma
enfermidade, mas outros provaveis motivos
para os sintomas encontrados nos animais.
E possivel desenvolver PCR multiplex para
diagnéstico simultdneo de circovirus suino
2, parvovirus suino, virus da PRRS e SuHV-
1 (Ye et al, 2009) ou circovirus suino,
citomegalovirus suino e SuHV-1 (Lee et al.,
2007). Avancos na tecnologia e na biologia
molecular j& permitem o diagnéstico rapido
e simultineo, em cerca de sessenta
minutos, do SuHV-1, virus da PRRS e
parvovirus suino (Sami et al., 2007).

A publicacdo desses trabalhos demonstra a
importdncia de associar o avanco das
técnicas de biologia molecular e os métodos
de diagndstico nos programas de
erradicacdo. A medida que programas de
erradicacdo avangam, técnicas como 0
isolamento  viral tornam-se de dificil
execucao devido ao aumento dos niveis de
biosseguranca exigidos. A utilizacdo da



PCR com fins de diagnéstico também
permite utilizar os resultados para outras
analises de epidemiologia molecular. Em
alguns paises, como Estados Unidos, isolar
0 virus tornou-se pratica menos comum
quando os avancos da biologia molecular
permitiram o desenvolvimento de técnicas
sensiveis e especificas (USDA, 2008).

11 Epidemiologia molecular

As técnicas da biologia molecular fazem
parte do diagndstico de doencas infecciosas
ha alguns anos, mas ndo se restringem a
essa area. Podem ser amplamente
utilizadas para a caracterizacdo dos micro-
organismos. Essas informac6es podem ser
facilmente integradas a dados
epidemioldgicos.

O polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP, restriction
fragment lenght polymorfism) trabalha com
o corte do DNA do microorganismo por
enzimas de restricio. O genoma
fragmentado é entdo analisado através de
eletroforese em gel onde sado visualizadas
bandas de tamanhos diferentes de acordo
com os cortes. As diferengas no perfil de
bandas sédo geradas por polimorfismos que
afetam os sitios de restricdo, permitindo
entdo diferenciar amostras virais.

Os isolados de campo do SuHV-1 foram
subdivididos em tipos gendmicos através da
analise de padroes de fragmentos de
restricao do genoma completo,
principalmente com o0 uso da enzima
BamHI. Uma sistematizacédo foi sugerida por

Hermann et al. (1984) propondo trés tipos
gendmicos para 0s isolados europeus. Foi
confirmada e incrementada posteriormente,
criando divisBes dentro dos tipos genémicos
(Christensen, 1988). As subdivisdes séo tipo
genbmico | (la, lia, Ib, In, Ip, Is, lip),
encontrado no Reino Unido, Suécia e Nova

Zelandia, tipo genbmico Il (lla, lIp),
encontrado no Japao e Europa Central, tipo
gendmico 1l (llla, Illlp), encontrado na
Dinamarca.

A genotipagem por RFLP ja foi realizada no
Brasil. O gendtipo Il foi o mais comumente
encontrado com apenas alguns exemplares
do tipo I. O primeiro tipo genémico a ser
introduzido no Brasil parece ter sido o Il,
como nota-se pela caracterizacdo de um
isolado de 1954 do Rio Grande do Sul. Essa
estirpe se difundiu pelo Brasil, sendo a
principal responsavel pelos focos entre 1983
e 2003 em Santa Catarina e na década de
1990 em S&o Paulo (Piatti et al., 2001; Silva
et al., 2005; Schaeffer et al., 2006).

A restricdo gendmica por BamHI é ainda
uma técnica importante, principalmente para
a comparacdo com dados mais antigos, no
entanto, publicagbes mais recentes tém
utilizados a técnica de sequenciamento da
regido codificante da porcao N-terminal de
gC (gene UL44). A variabilidade da regido
foi descrita apela primeira vez por Ishkawa
et al. (1996) e utilizada para a reconstrugéo
da filogenia por Goldberg et al. (2001).
Desde entdo, outros trabalhos basearam-se
nas mesmas informacdes génicas para a
construgdo de  arvores filogenéticas
(Fonseca Jr. et al., 2010; Hahn et al., 2010;
Mdller et al., 2010).
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PARTE 2: DIAGNOSTICO
MOLECULAR DO VIRUS DA DOENGA
DE AUJESZKY

As ferramentas de diagndstico molecular
representam um grande avango na
detec¢do de microrganismos infecciosos. As
vantagens desses métodos sobre os
imunolégicos sdo variadas, dependendo
inclusive do tipo de técnica e quais os
reagentes utilizados.

Na segunda parte dessa tese, pretende-se
descrever como a PCR colabora no
diagnostico da DA. Em cada capitulo um
meétodo especifico e inédito é descrito, cada
um com um foco em uma das
peculiaridades do virus ou da enfermidade.
Os métodos desenvolvidos em cada etapa
abordam tanto problemas na deteccgéo
especifica do virus em suinos quanto
aqueles acarretados pela infeccdo em
outras espécies. Por fim, abordam-se outros
aspectos, 0s sinais clinicos respiratorios
caracteristicos pela infeccdo de animais
adultos.

O Capitulo 1 trata de um projeto piloto
desenvolvido para avaliar a possibilidade de
utilizar um protocolo basico de validacéo de
testes de diagndstico molecular. A partir
desse, também foi possivel desenvolver um
método prético para diferenciar estirpes
vacinais do SuHV-1 das selvagens.

O Capitulo 2 avanca para uma técnica de
elevada sensibilidade no diagnéstico de
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SuHV-1. A nested PCR desenvolvida
permite a detec¢cdo do DNA viral com alta
precisdo e ainda, a partir do resultado final,
diferenciar os gendétipos presentes no Brasil
sendo recomendada como confirmatorio em
resultados duvidosos.

A PCR em tempo real descrita no Capitulo 3
trabalha com um método rapido e sensivel
para a detec¢éo do virus. Os procedimentos
de validacdo descritos sao extensos e sua
descricio é a primeira na area de
diagnéstico molecular de herpesvirus
animais. Essa PCR utiliza uma das
guimicas mais baratas para as reacdes
moleculares em tempo real, os agentes
intercalantes de DNA. O baixo custo e a
velocidade do diagnostico sdo de grande
valia na rotina do laboratério.

O SuHV-1 nédo causa doenca apenas em
suinos. Faz parte de um grupo de agentes
capaz de causar encefalite em bovinos. No
capitulo 4, o objetivo foi desenvolver um
diagnostico rapido e eficiente para se
detectar quatro herpesvirus que causam
doencas nervosas. Além do SuHV-1,
somam-se o0 BoHV-1, o BoHV-5 e OvHV-2.

A segunda parte dessa tese se encerra no
capitulo 5 com a descrigdo de dois métodos
de PCR multiplex em tempo real para
deteccdo de seis agentes causadores de
doencgas respiratorias. Todos esses podem
agravar os sinais quando coinfectam suinos,
sendo causadores de grandes prejuizos na
suinocultura.



Capitulo 1: PCR DUPLEX PARA'DIFERENCIACAO DE AMOSTRAS VACINAIS E
SELVAGENS DO VIRUS DA DOENCA DE AUJESZKY
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ABSTRACT

A duplex PCR was developed to
differentiate the wild-type virus from the
attenuated virus used in vaccinations. The
PCR was able to amplify fragments of 493bp
for glycoprotein E (gE) gene and 207bp for
glycoprotein B (gB) gene. The analytical
sensitivity was determined by addition of a
virus field sample titled in the brain samples
of pigs. The standard virus strain Shope, the
vaccine strain Bartha, and ten other field
isolates were subjected to PCR. The PCR
was able to amplify fragments of gE and gB
in all field samples and only fragments of gB
were amplified in the attenuated virus, as
expected. The technique was able to detect
up to 10°° TCID50/mL virus in samples of
brain. Duplex PCR proved to be an
important tool for differentiation of naturally-
infected animals and animals vaccinated
with the virus deleted for gE.

Keywords: disease, PCR,
Vaccine

Aujeszky’s

A doenca de Aujeszky (DA) é uma
enfermidade de grande relevancia na
suinocultura, sendo de notificacao
obrigatoria pela Organizacdo Mundial de
Saude Animal (OIE, 2009). Sua importancia
ndo se da apenas pelo impacto econdmico
causado pelo elevado indice de letalidade
em leitdes, mas também por barreiras
sanitarias na exportagdo de carne suina
(Bascufiana et al., 1997).

O agente etiolégico da DA é o suid
herpesvirus 1 (SuHV-1), classificado como
um membro da familia Herpesviridae,
subfamilia  Alphaherpesvirinae,  género
Varicellovirus (Pomeranz et al., 2005).

Nos suinos, a DA é caracterizada pelos
sinais neuroldgicos e elevada letalidade em
animais jovens. Em animais mais velhos, a
letalidade diminui, porém h& uma alta
morbidade e a predominéncia de sinais
respiratérios. Todo suino sobrevivente
podera ser considerado um portador latente,
tornando-se uma fonte de infeccdo quando
0o virus é reativado devido a
imunossupressao normalmente
desencadeada por estresse (Pomeranz et
al., 2005).

Um dos principais métodos de controle da
DA é a vacinacao utilizando virus atenuados
deletados para uma das glicoproteinas do
SuHV-1. A (glicoproteina E (gE) é
comumente deletada nessas amostras, de
modo que animais vacinados possam ser
posteriormente diferenciados por testes
soroldgicos (Dambros et al., 2007). Apesar
da especificidade dos testes baseados na
deteccdo de anticorpos, como ELISA e
soroneutralizacdo, eles tém a desvantagem
de depender da soroconverséao do animal. A
utilizacdo desses testes durante a fase
aguda da doenga pode levar a resultados
falso-negativos, pois sdo necessérios pelo
menos 10 dias, em média, para a deteccao
dos anticorpos especificos (Kinker et al.,
1997). Animais mais jovens podem morrer
antes da soroconversdo, inviabilizando o
diagnéstico sorolégico (Kinker et al., 1997).
O problema nao se resume somente a fase
aguda da infeccéo, pois animais portadores
do virus latente podem apresentar
decaimento do nivel de anticorpos,
acarretando também resultados falso-
negativos (McCaw et al., 1997).

Em 2007, o Plano de Erradicacdo da
Doenca de Aujeszky foi aprovado pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA - Brasil, 2007). A
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vacinacdo € utilizada no Brasil somente em
casos de focos confirmados, sendo
permitido o uso de vacinas atenuadas e
inativadas, desde que ndo produzam
anticorpos para gE. O plano também
preconiza a proibicdo do transito de animais
vacinados, a menos que seja para o abate.

O objetivo deste trabalho foi padronizar uma
PCR duplex para diferenciacdo do virus
vacinal do virus selvagem, visto que a PCR
pode ser uma ferramenta importante ndo s6
para o diagnéstico da enfermidade, mas
também por permitir a diferenciagdo de
animais reativos que n&do puderam ser
discriminados pelos testes sorolégicos.

A estirpe padrdo Shope e a vacinal Bartha
foram utilizadas para padronizacdo da
técnica. A amostra Shope foi titulada em
células de rim de suino (PK15), obtendo-se
o resultado de 10*° TCIDsy/mL. Apds a
padronizacdo, a PCR foi avaliada em
amostras clinicas. Dez amostras de cérebro
de suinos positivos para SuHV-1, por meio
do isolamento e identificacdo em cultivo
celular segundo recomendac¢do do manual
da OIE (2009), foram utilizadas neste
trabalho. Outras 20 amostras de cérebro de
suino de rebanhos livres do SuHV-1 foram
colhidas em um abatedouro e submetidas
ao isolamento viral (OIE, 2009), e todas elas
foram consideradas negativas em trabalhos
anteriores (Fonseca Jr. et al.,, 2010a). A
extracdo de DNA foi realizada pelo método
descrito por Sambrook et al. (1989).

Os alvos da PCR duplex foram a
glicoproteina E (gE) e a glicoproteina B
(gB), sendo gB altamente conservada e
essencial para a replicacdo do virus
(Pomeranz et al., 2005). A mistura da PCR
duplex foi constituida de: 6pmoles de cada

iniciador para gB (oBF
5’ GAACCTGACGCTGCTGGAGGACCGAC
CG% e gBR

5’AGGCCCTGGAAGAAG' ITGGCGATGCAT
GC3’ (Bascuhana et al., 1997)) (IDT,
Estados Unidos), 7,5pmoles de cada
iniciador para gE (gEF
5CCGCGGGCCGTGTTCTTTGT3 e gER
5CGTGGCCGTTGTGGGTCAT3’ (Huang et
al., 2004)) (IDT, USA), 2U de Taq DNA
Polimerase Platinum (Invitrogen, Estados
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Unidos), 2uL de Tampdo 10x, MgCI2
1,5mmol/L, 6% de DMSO, DNTP 200
pmol/L  (Invitrogen, Estados Unidos). As
condi¢cdes utilizadas para a PCR duplex
foram as seguintes: um estagio de
desnaturacéo a 95°C por 5min, 35 ciclos a
95°C por 45s, 60°C por 45s, 72°C por 15s e
um estagio final de extensdo a 72°C por
5min. O tamanho do fragmento para o gene
gB era de 207pb e para gE de 498pb.

A determinagdo da sensibilidade analitica
da PCR duplex foi realizada com a estirpe
padrdo Shope como descrito por Fonseca
Jr. et al. (2010a). Nove isolados de campo
do SuHV-1 previamente caracterizados
(Fonseca Jr. et al., 2010b) foram utilizados
para verificar se o0s iniciadores eram
capazes de detectar estirpes dos virus
circulantes no Brasil. Também foi utilizada a
amostra NIA-4 que é deletada para gE. O
DNA foi extraido conforme descrito
anteriormente.

A PCR duplex foi capaz de diferenciar a
amostra vacinal Bartha da amostra padrédo
Shope. Visualizou-se apenas uma banda de
207pb (Fig. 1A), referente ao gene
codificante de gB, quando a estirpe Bartha é
submetida a reacdo. A estirpe padrdo
Shope apresenta um perfil com duas
bandas, resultado da amplificagdo dos
genes de gB e gE com os tamanhos de
207pb e 498pb, respectivamente (Fig. 1A).
Todas as amostras clinicas positivas
amplificaram para os dois genes na PCR
duplex (Fig. 1B). Nao houve a formacgéo de
bandas inespecificas nos testes das
amostras negativas (Fig. 1 A e B).

A sensibilidade analitica da técnica foi de
10°° TCID50/mL em cérebro de suino (Fig.
1B). Nao houve nenhuma auséncia de
amplificagdo nesse limite. Uma reagdo com
concentracdo de virus correspondente a 10
1> TCID50/mML amplificou em apenas uma
das trés repeticoes.

Todas os isolados testados amplificaram
para ambos os genes, gB e gE na PCR
duplex, sem demonstrarem divergéncias
nos tamanhos das bandas. A amostra NIA-4
apresentou um perfil de amplificacdo
idéntico ao da estirpe vacinal Bartha, como



esperado (Fig. 1A). A utllizacdo de dois
pares de iniciadores para amplificacdo das
duas regides génicas em estudo diminuiu a
sensibilidade da PCR duplex em cerca de
10 vezes.

O diagnéstico de enfermidades virais tem
como teste de referéncia, em sua maioria, 0
isolamento do agente infeccioso em
sistemas celulares (OIE, 2009). Para a DA,
a OIE (2009) aconselha em seu manual de
diagndstico, sempre que possivel, a
utilizac@o do isolamento viral. Essa técnica,
no entanto, tem como desvantagens a
necessidade do cultivo de células de
linhagem continua e o fato de contar com o
virus ainda ativo. Outros problemas

dificultam o processo, como as varias
passagens e o risco de contaminacdo dos
cultivos celulares com bactérias e fungos
presentes na propria amostra clinica. Os
métodos imunoldgicos sdo uma boa
alternativa para esse diagndstico, porém
estdo sujeitos a resultados falso-negativos
guando os animais ainda estdo na fase
aguda da infeccdo ou quando ocorre queda
do titulo de anticorpos na infeccdo latente
(McCaw et al., 1997). Caso o animal morra
antes da soroconversdo, as técnicas
sorolégicas ndo sao de grande valia.
Nesses casos, a PCR duplex é uma
alternativa importante no laboratério de
diagnéstico.

— 207 pb

— 498 pb
— 207 pb

Figura 1. Resultado da PCR duplex em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo. A:
1 — amostra padrdo Shope; 2 — amostra vacinal Bartha; 3 — isolado de campo NIA-4; 4 —
amostra clinica; 5 — isolado de campo 031; 6 — isolado de campo F3319; 7 — controle negativo;
8 — marcador de tamanho molecular. B: determinacdo da sensibilidade analitica: 1 - 10*°
TCID50/mL; 2 - 10*° TCID50/mL; 3 — 10*° TCID50/mL; 4 — 10™° TCID50/mL; 5 — 10°°
TCID50/mL; 6 - 10™° TCID50/mL; 7 — 10*° TCID50/mL, 8 — marcador de tamanho molecular.
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O Plano de Erradicacdo da DA do MAPA
determina que apenas vacinas deletadas
para gE podem ser utilizadas nos focos
(Brasil, 2007). Além da diferenciagdo de
amostras vacinais e selvagens, a PCR
duplex desenvolvida neste trabalho pode
ser utilizada para estudar o risco de difusdo
do virus vacinal nos rebanhos, sendo,
portanto, uma ferramenta importante até
mesmo em questdes de biosseguranca. As
vacinas atenuadas, apesar de mais
eficientes em sua protecdo, oferecem risco
por ainda serem infectantes.

O SuHV-1 é um virus geneticamente
estavel, no entanto existem dois gendtipos
distintos no Brasil, o | e o Il (Fonseca Jr. et
al., 20010b). Amostras desses gendtipos
foram testadas e todas amplificaram com
perfil idéntico ao do padrdao Shope,
indicando que a PCR duplex é capaz de
detectar os virus circulantes no pais a
despeito dos polimorfismos nos genes
utilizados na PCR duplex.

A deteccdo de animais Unicos reativos
(animais infectados que reagem nos testes
imunolégicos de diferenciagdo vacinal, mas
ndo no de triagem) é importante nos
programas de erradicacdo e na certificacao
de granjas. Esse fendmeno foi descrito nos
Estados Unidos, Holanda, Alemanha, Reino
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Unido e Suécia (Bascufana et al., 1997).
PCRs convencionais foram utilizadas para a
confirmagdo do diagndstico em todos esses
casos. A utilizagdo da PCR duplex
economiza tempo e reagentes ao distinguir
virus selvagens de virus vacinal com
apenas uma reacao.

Outros autores salientaram a importancia da
PCR no diagnéstico da DA (Yoon et al.,
2006). A medida que os programas de
erradicacdo avancam, as normas sobre
manipulacdo dos agentes infecciosos
tornam-se mais rigidas. Em estagios mais
avancgados dos programas de erradicacdo, o
isolamento viral ndo € aconselhado. A PCR
duplex padronizada neste trabalho €, entéo,
uma ferramenta alternativa muito util e de
custo baixo para deteccdo e diferenciacdo
do SuHV-1. Além disso, seus produtos
ainda podem ser utilizados em
sequenciamento para analises de
epidemiologia molecular.

A PCR duplex padronizada para deteccéo e
diferenciagdo de SuHV-1 vacinal e
selvagem foi sensivel, sendo que a técnica
molecular é menos trabalhosa que o
isolamento e pode ser utilizada tanto como
rotina de diagnéstico quanto ferramenta
auxiliar na presenga de resultados
inconclusivos nas provas soroldgicas.
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RESUMO

A doenca de Aujeszky (DA) ou pseudoraiva
é uma enfermidade viral responsavel por
consideraveis perdas econdmicas na
indUstria de suinos. O virus da pseudoraiva
(SuHV-1) apresenta apenas um sorotipo,
mas por analise de restricdo enzimatica, foi
classificado em quatro genotipos
denominados |, Il, 1l e IV. Os métodos
usados para genotipagem dependem do
isolamento do virus, purificagdo do DNA
viral, restricho enzimatica do genoma
completo e visualizagdo apds eletroforese.
O objetivo desse trabalho foi estabelecer um
método mais rapido e sensivel para detectar
e genotipar 0 SuHV-1 por nested-PCR e
andlise de restricdo enzimética. Vinte
isolados do SuHV-1 das regides sul e
sudeste do Brasil e a estirpe padrdo Shope
foram replicadas em células PK-15 e
submetidas a nested-PCR para o gene da
glicoproteina  E. Além desses virus
previamente isolados, foram avaliadas 75
amostras clinicas de cérebro de suino em
um total de 25 animais positivos para a DA
tanto no isolamento guanto na
soroneutralizacdo viral e 50 amostras
negativas  provenientes de  animais
negativos na soroneutralizagdo viral e de
granjas sem histérico de DA. Todas as
amostras  clinicas tiveram  resultados
compativeis com o0 isolamento e a
soroneutralizacdo, sendo que a totalidade

das amostras positivas foi classificada como
gendtipo Il. A sensibilidade analitica da
nested-PCR foi de 10™° TCIDs, mL™. A
combinacdo da nested-PCR e da restricdo
enzimatica foi capaz de detectar e genotipar
0 virus com resultados em 1-2 dias, sendo
mais rapida que os métodos convencionais
de restricio do genoma completo que
podem demorar até 7 dias.

Palavras-chave: genotipagem, nested-
PCR, pseudoraiva, restricdo enzimatica.

INTRODUCAO

A doenca de Aujeszky (DA) ou pseudorraiva
€ uma enfermidade de grande importancia
na suinocultura devido aos elevados
prejuizos que causa na cadeia produtiva da
industria suina, seja por danos diretos nas
granjas como também por barreiras
sanitarias. O agente etiolégico da
enfermidade é o virus da pseudoraiva
(SuHV-1) também denominado herpesvirus
suino 1, um membro da familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
gue possui apenas um sorotipo (Murphy et
al., 1995). A transmissdo do virus
usualmente ocorre pela via oro-nasal. O
suino € o hospedeiro natural do SuHV-1,
mas o virus pode infectar outros animais
domésticos como cées e bovinos. A
intensidade dos sinais clinicos e a
mortalidade dependem da idade do
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hospedeiro, e a infeccéo latente é sempre
estabelecida ap6s a recuperacdo do animal
(Mettenleiter et al., 1999).

Apesar do virus possuir apenas um
sorotipo, diferentes genoétipos do SuHV-1
podem ser identificados pela analise por
endonucleases de restricdo, sendo que a
identificacdo dos gendtipos é de relevante
importancia para estudos epidemioldgicos
(Kluge et al., 1999). O método baseado em
analise de comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP) com a enzima BamHI foi
descrito previamente e provou ser capaz de
dividir o SuHV-1 em quatro gendtipos. Os
gendtipos | e Il estdo distribuidos
mundialmente e os genotipos Il e IV
estiveram restritos a Dinamarca e Tailandia,
respectivamente, e ndo foram mais
relatados (Christensen, 1995).

No Brasil foram identificados os gendtipos |
e Il por meio do RFLP (Piatti et al., 2001,
Schaeffer et al., 2006). O Rio Grande do Sul
(RS) manteve-se sem relato da DA durante
49 anos, até o foco de 2003, causado por
um virus pertencente ao genétipo |Il.
Andlises de RFLP permitiram detectar que
esse era 0 mesmo tipo gendmico presente
no estado de Santa Catarina que ainda nao
havia completado seu programa de
erradicacdo na época do surto no RS (Silva
et al., 2005). O mesmo método identificou
amostras do genétipo | no estado do
Parana, um tipo incomum no Brasil, mas
presente na Argentina, o que indica a
possivel introdugdo desse gendtipo por
animais com o virus latente daquele pais
(Schaefer et al., 2006).

O método de RFLP com BamHI é (til na
diferenciagdo do SuHV-1, mas muito
complexo pois requer o isolamento do virus,
processos de ultra-centrifugacdo para
purificagdo do DNA e uma eletroforese de
temperatura controlada que pode durar até
20 horas. Além da boa qualidade da
amostra para evitar contaminacbes e
destruicdo do virus, € necessario que o0
mesmo esteja ativo, jA que o SuHV-1 nao
pode ser isolado quando se encontra em
laténcia (Pomeranz et al., 2005).
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A deteccdo do virus, seja ele no estado
latente ou replicativo, pela PCR é uma
ferramenta importante no controle da
doenca (Yoon et al., 2005; Yoon et al,
2006; Sami et al., 2007). Esta metodologia
foi sugerida no plano de erradicacdo da DA
no Brasil elaborado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(Brasil, 2007) e recomendada pela
Organizacdo Mundial de Salde Animal
(OIE, 2008).

O objetivo desse trabalho foi associar as
técnicas de nested-PCR e a andlise de
restricdo enzimética visando a obtencdo de
um meétodo rapido e sensivel para deteccao
e caracterizacdo genotipica do SuHV-1.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Vinte amostras do SuHV-1 isoladas nas
regides Sul e Sudeste do Brasil previamente
genotipadas como tipo | e Il (Piatti et al.,
2001; Silva et al., 2005) e a estirpe padréao
Shope foram multiplicadas em células PK-
15 (Tabela 1). Amostras do genétipo Il e IV
ndo foram utilizadas por terem sido
descritas exclusivamente na Dinamarca,
onde a DA j& foi erradicada, e na Tailandia,
também livre de novos focos com esses
gendtipos nos ultimos anos (Christensen,
1995). A amostra padrdo Shope, com titulo
viral de 10*® TCIDsy/50 pL foi utilizada na
padronizacdo da reacéo.

O DNA de todas as amostras utilizadas
nesse trabalho foi extraido pelo Kit Wizard
Genomic DNA Purification (Promega,
Estados Unidos) segundo recomendacdes
do fabricante e armazenado a -20°C.

Analise in silico dos sitios de restricao
enzimatica

A restricdo enzimatica para 0 gene
codificante da glicoproteina E foi baseada
na sequéncias obtidas por Fonseca Jr. et al.
(2010) que foram submetidas ao programa
pDraw32 (Kjeld, 2006) para a escolha de
uma enzima de restricdo que clivasse 0s
amplicons e diferenciasse os genétipos. Os



iniciadores desenhados com o intuito de
flanquear a regido do polimorfismo e a
enzima Btgl foram escolhidos para a
utilizacdo na nested-PCR seguida da
restricdo enzimatica. A enzima Hphl foi
selecionada no mesmo programa para ser o
controle da restricdo enzimética para
garantir que a reacédo de digestdo nao sofria
inibicao.

Nested-PCR

Os iniciadores externos gE-E-F (5-
CCAACGACACGGGCCTCTAC-3) e gE-E-
R (5-CGAGCGTGTAGTCCCAGGTG-3') e
internos gE-I-R (5-
GCGTTCGTGTGCACCTCCT-3") e gE-I-F
(GGGGACACGTTCGACCTGAT), foram
desenhados com o auxilio do do programa
Primer3 (Rozen e Skaletsky, 1998). A
nested-PCR foi realizada nas seguintes
condi¢des: a primeira reacdo de 20uL com
0,25 pmol/uL de cada iniciador (gE-E-F e
gE-E-R), 1,5U de Taqg polimerase (GoTaq,
Promega, Estados Unidos), tampéo GoTaq
5x, MgCl, 1.9 mmol L™, 4% DMSO e DNTP
a 200pmol L™, 2uL de DNA. Os ciclos da
reacdo foram os seguintes: desnaturacdo a
95°C por 5min, 35 ciclos de 95°C por 50s,

58°C por 40 seg, 72°C por 50 seg. e
extensdo a 72°C por 5min. A segunda
reacdo foi realizada como a seguir:
iniciadores gE-I-F e gE-I-R e solugbes de
20uL com 0,3 pmol/uL de cada iniciador,
1.0U de Taq polimerase (GoTaq), Tampdao
GoTag 5x, 1.5mmol L* MgCl,, 4% DMSO,
200umol L' DNTP e 2uL da reagéao externa.
As temperaturas e tempos da reacdo foram:
95°C por 5min, 15 ciclos de 95°C por 40s,
64°C por 40s, 72°C por 40s, 20 ciclos de
95°C por 40s, 59°C por 40s, 72°C por 40s e
extensdo a 72°C for 3min. O fragmento
amplificado de 317pb foi visualizado em gel
de agarose a 1,5%, corado com brometo de
etideo (0,5ug mL™), sob luz ultravioleta.

Especificidade Analitica

A amostra padrdo Shope, cinco amostras do
gendtipo | e 14 amostras do genotipo 1l do
SuHV-1 isoladas no Brasil em Minas Gerais,
Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, e Rio
Grande do Sul, previamente caracterizadas
por Fonseca Jr. et al. (2009), mais amostras
de herpesvirus bovino 1 (BoHV-1),
herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) e
Streptococcus suis foram utilizadas para
analise da especificidade analitica.

Tabela 1 - Amostras padréo e de isolados brasileiros de SuHV-1 utilizadas no estudo

Virus Isolado de Origem Caracteristicas Ano de isolamento  Genotipo
Shope Bovino ATCC; Hungria Padrao 1942 I
Nova Prata Bovino RS Isolado 1956 1]
031 Suino Coronel Vivida - PR Isolado 1984 I
673 Suino M. Céndido Rondon — PR Isolado 1984 I
936 Suino Santa Rosa — PR Isolado 1983 I
Piau Suino Igarapé - MG Isolado 1984 I
3288 Suino Seara - SC Isolado 2002 1]
3293 Suino Xanxeré - SC Isolado 1983 1]
3303 Suino Toledo — PR Isolado 1984 |
3308 Suino Rio do Sul - SC Isolado 1989 1]
3333 Suino Desconhecido - SC Isolado 2002 1]
3338 Suino I[pumirim - SC Isolado 1983 Il
3380 Suino Concérdia - SC Isolado 1986 1]
3356 Suino Concérdia - SC Isolado 1988 1]
3370 Suino Concérdia - SC Isolado 1984 1]
3319 Suino Concérdia - SC Isolado 1989 1]
EVI-192/03 Suino Ponte Preta - RS Isolado 2003 1]
EVI-193/03 Suino Erechim - RS Isolado 2003 1]
EVI-011/03 Suino Pinheirinho do Vale - RS Isolado 2003 1]
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Limite de Deteccéo (LD)

A determinacdo do limite de deteccdo foi
realizada a partir de diluicho do controle
positivo e contaminacdo de amostras
clinicas. A amostra Padréo Shope foi diluida
em base dez e utilizada para contaminar
amostras de cérebro de suino negativas
para 0 SuHV-1. As diluicdes de -4 a -6,
equivalentes as concentracdes  10°°
TCIDso/50 pL, 10°° TCIDsy/50 uL, 10™°
TCIDso/50 pL  foram utilizadas para
contaminar sete replicatas bioldgicas de
cada. Cada uma foi extraida
independentemente e submetida & PCR.

O LD foi determinado como a diluicdo em
gue todas as amostras fossem positivas. A
confirmag&o foi realizada com contaminacéo
nesse mesmo limite e nova extracdo
independente de sete amostras (sete
replicatas biologicas). As mesmas foram
repetidas em trés dias diferentes. A analise
permite uma falha, garantindo o resultado
com 95% de confianca.

Sensibilidade e Especificidades Clinicas

A PCR foi testada em 25 amostras de
cérebro de suinos naturalmente infectados
pelo SuHV-1, sendo positivos no isolamento
e soroneutralizacdo viral. Estas amostras
sdo provenientes do banco de amostras do
laboratério CEDISA (Santa Catarina, Brasil).

A especificidade clinica foi testada a partir
de sessenta amostras de cérebro suino
foram colhidas durante o abate de animais
provenientes de uma granja sem historico
de DA. Foi realizada uma coleta do sangue
dos suinos abatidos. Os mesmos foram
submetidos ao teste de soroneutralizacéo
segundo OIE (2009).

Repetitividade,
Robustez

Reprodutibilidade e

A repetitividade, reprodutibilidade e a
robustez foram analisadas com nuUmero
idéntico de amostras. Foram analisadas
sete amostras diferentes em triplicata em
trés dias, administindo-se até uma falha em
cada grupo de replicatas. Duas dessas
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amostras estdo no LD detectado
anteriormente. A robustez foi analisada com
mudanca de enzima, MgCl, e tampéo
(Jumpstart polimerase, Sigma, Estados
Unidos). A reprodutibilidade foi analisada
guando um segundo individuo realizou os
mesmos testes.

Restricdo enzimatica

Os produtos internos da amplificacdo do
gene da glicoproteina E obtidos na nested-
PCR (317 pb) foram digeridos com a enzima
de restricdo Btgl de acordo com as
instrucbes do fabricante (New England,
EUA). Todos os amplicons também foram
submetidos a outra reacdo de restricdo com
Hphl (New England, EUA). A amostra
padrdo Shope foi utilizada como controle
positivo para se verificar o corte dos
amplicons derivados dos isolados do
gendtipo I. O DNA digerido foi fracionado
por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
corado com brometo de etideo (0,5ug mL'l)
e visualizado sob luz ultravioleta.

Comparacdo da nested-PCR com PCR
convencional

A comparacéo entre a nested-PCR e a PCR
convencional descrita por Bascufiana et al.
(1997) foi realizada a partir de amostras
negativas contaminadas com diluicbes da
amostra viral Shope no mesmo processo
definido no item Limite de Detecgcdo. A
mistura para a reacdo foi constituida de:
0,375 pmol/uL pmoles de cada iniciador (gBI
GAACCTGACGCTGCTGGAGGACCGACCG

e gBlI-
AGGCCCTGGAAGAAGTGGCGATGCATGC),
1,5U de Taq polimerase (GoTaq, Promega,
EUA), Tampé&o GoTaq 5x, MgCl, 1,5mmol L’
! 4% de DMSO, DNTP 200umol L™, 2L de
DNA. Os ciclos da reacdo foram os
seguintes: desnaturacdo a 95°C por 5min,
35 ciclos de 95°C por 40s, 59°C por 40s,
72°C por 40s e extensdo a 72°C por 5min.

RESULTADOS
A nested-PCR descrita teve sensibilidade

analitica de 101° TCIDsg mL™*
correspondente ao menor titulo detectado



apo6s contaminagdo. Na comparagdo com a
PCR convencional, a nested-PCR foi 100
vezes mais sensivel (Tabela 2). Todas as
amostras de isolados de SuHV-1 foram
amplificadas pela nested-PCR, exceto a
amostra vacinal Bartha por ser deletada
para o gene da glicoproteina E. Nao houve

amplificacdo inespecifica quando foi
utilizada amostra do DNA de herpesvirus
bovino. Também n&do houve amplificacéo
para amostras de S. suis, agente causador
de uma doenca neuroldgica semelhante a
PR.

Tabela 2 - Comparacao da sensibilidade analitica da nested-PCR e PCR convencional para

SuHV-1

Concentracéo Ndmero de Ndmero de amostras positivas
(TCIng,mL) repeticoes Nested PCR gE PCR gB*

10™ 10 10 10

10>° 10 10 10

10%° 10 10 10

10*° 10 10 10

10°° 10 10 8

103 10 10 2

102° 10 3 0

* PCR descrita por BASCUNANA et al., 1997.

O teste de verificacdo da sensibilidade e
especificidades clinicas da nested-PCR teve
resultados compativeis com os obtidos no
isolamento viral e a soroneutralizagéo viral
em amostras clinicas com um valor de
Kappa igual a 1,0, nivel de confianca de
95% (Tabela 3), significando concordancia
de 100% entre os testes. Todas as
amostras clinicas positivas pela nested-PCR
foram identificadas como pertencentes ao
gendtipo Il. Nao houve amplificagdo do
fragmento de gE ou a formacg&o de bandas
inespecificas nas 50 amostras negativas
testadas.

Os resultados de repetitividade de robustez
demosntraram que a nested PCR néo esta
sujeita a grandes variacbes. Mesmo
realizada em dias diferentes, com outros

reagentes ou por outros técnicos, 0s
resultados foram semelhantes amplificando
todas as amostras e repeticoes.

Polimorfismos de nucleotideo Unico foram
detectados nos gendtipos | e Il. A enzima
Btgl, selecionada na analise computacional
das sequéncias, teve sua eficiéncia
confirmada nos testes de laboratério com
duas bandas formadas para o gendétipo |
(uma banda com 217pb e outra com 100pb)
e apenas uma banda de 317pb para o
genétipo Il. A enzima Hphl clivou os
produtos da nested-PCR de ambos os
genodtipos em fragmentos de 54, 129 e
134pb. O fragmento menor nédo foi
detectado no gel e o0s dois Ultimos
apareceram como apenas um devido a
semelhanca nos tamanhos (Figura 1).
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317 pb—»

217 ph—r e

130 pb—p
100 ph —»

Figura 1 — Padrdes de fragmentos de restricdo dos genétipos de SuHV-1. O gendtipo | &
clivado em dois fragmentos (100 e 217pb) pela enzima Btgl. O gendtipo Il ndo é clivado por
Btgl. Canaletas: A — Shope (controle positivo); B- Piau; C — 3303; D — 936, representando
genotipo |; E — 3293; F — 3288; G — EVI192/03; H — 3319; | — 3338, representando gendtipo Il; J
— Shope; K — 3293, clivados com Hphl, L — Controle negativo; M - Marcador de tamanho

molecular com intervalo de 100pb.

DISCUSSAO

A répida deteccdo e a caracterizacdo de
agentes infecciosos sdo essenciais para 0s
programas de defesa sanitaria animal. Uma
doenca como a DA, listada pela OIE, pode
causar grandes impactos nas granjas
acometidas assim como gerar barreiras
sanitarias relevantes para a suinocultura. O
tempo gasto para realizacdo do teste
descrito nesse trabalho foi de no méximo
dois dias, bem inferior aos métodos
descritos anteriormente que podiam levar
até sete dias entre o isolamento viral e a
eletroforese (Piatti et el., 2001; Schaeffer et
al.,, 2006). A enzima selecionada clivou
seletivamente o polimorfismo encontrado
nas analises de bioinformatica, permitindo
diferenciar os genétipos virais | e Il com
precisdo. A nested-PCR foi cem vezes mais
sensivel do que uma PCR convencional
descrita na literatura (Bascufiana et al.
(1997).
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A caracterizacdo genotipica do SuHV-1 por
andlise de restricdo enzimatica foi utilizada
por  vérios autores em estudos
epidemiolégicos sendo o0 método baseado
na restricdo do genoma completo do SuHV-
1 com BamHI com variagcdes no método de
purificacdo do DNA viral o mais utilizado
(Christensen, 1987; Christensen, 1988;
Nishimori et al., 1987, Yamada et al., 1992;
Christensen, 1995; Piatti et al., 2001; Silva
et al., 2005; Schaefer et al., 2006). Isolados
de campo foram identificados por esse
mesmo método como derivados de
amostras vacinais na Polénia e Hungria
(Christensen et al, 1992). Isolados
britAnicos  foram discriminados por
amplificagdo de um fragmento longo do
gene da glicoproteina D e posterior digestao
por BamHI (Banks, 1993). Em outro estudo,
um algoritmo quantitativo foi desenvolvido
para estimar a similaridade de isolados e
amostras vacinais a partir das bandas
geradas no gel apds restricdo enzimética do
DNA viral (Weigel e Scherba, 1997). Os
métodos de sequenciamento possuem



custo relativamente alto quando comparado
a digestdo enzimatica, além de serem
tecnicamente mais elaborados. Além disso,
no caso de virus muito conservados como
os herpesvirus, podem nédo oferecer mais
do que dois grandes grupos em suas
arvores filogenéticas se as amostras forem
muito préximas (Goldberg et al., 2003). A
combinagdo da nested-PCR com a restricao
enzimatica é mais vantajosa por ser mais
rapida, apresentar menor custo, ser simples
e ainda poder ser utilizada em qualquer
laboratério com o minimo de equipamentos
de biologia molecular.

Outras PCRs descritas na literatura, porém
ndo comparadas com as amostras desse
trabalho, tém relatos de sensibilidade por
volta de 10™° TCDIs, mL™ (Lee et al., 2007;
Pérez e Arce, 2009), o que é cem vezes
menos sensivel do que quando a reacéo é
feita pela metodologia com a etapa de
nested padronizada nesse trabalho.
Adicionalmente outra nested-PCR também
baseada em gE obteve acuracia de apenas
57,5% em cérebros de suinos (Yoon, 2005).
Os resultados de sensibilidade obtidos por
esses autores sao diferentes quando
comparados aos deste trabalho
provavelmente devido a regido de
amplificacdo da PCR, reagentes utilizados
ou método de extracao, caracteristicas que
comumente alteram o desempenho da PCR
(Espy et al., 2006).

A nested-PCR descrita nesse trabalho
demonstrou ser confiavel para o diagnéstico
da DA podendo ser utilizada como padréo
na deteccdo do SuHV-1. A técnica também
pode ser utli como método auxiliar em
programas de erradicagdo em que animais
reativos em um método de triagem como o
ELISA gB e negativos no ELISA de
diferenciacdo de animais vacinados
precisam ser confirmados por técnicas
moleculares (Bascunana et al., 1997).

O método usual de genotipagem do SuHV-1
pode demorar até sete dias jA& que o
isolamento viral é requerido. Além da alta
sensibilidade, detectando até 10** TCIDs,
mL™ de virus nas amostras clinicas, o teste
descrito foi relativamente mais rapido, com
resultados em dois dias. O desenvolvimento
desta metodologia para diferenciacdo do
SuHV-1 é muito relevante para estudos
epidemiolégicos, podendo deste modo
identificar os fluxos de infeccdo nos
rebanhos brasileiros nos dltimos surtos
relatados bem como estabelecer estratégias
de prevencéo de novos focos da doenca.
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Capitulo 3: PCR EM TEMPO REAL PARA DETECCAO DO VIRUS DA DOENGA DE
AUJESZKY
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RESUMO

A Doenca de Aujeszky € uma enfermidade
viral de grande impacto na suinocultura. O
objetivo deste trabalho foi validar uma PCR
em tempo real (qQPCR) de baixo custo para
o diagndstico rapido e sensivel da Doenca
de Aujesky. Para tanto utilizamos o
reagente Eva Green, um agente intercalante
do DNA e uma das quimicas mais baratas
para utilizagdo em gPCR. Os iniciadores
anmplificaram um fragmento de 123 pares
de base do gene codificante da
glicoproteina D. A gPCR foi testada em 25
amostras de cérebro de suino positivos para
DA no isolamento viral e soroneutralizacao.
Além disso, foram testadas 60 amostras de
cérebro suino, 12 de tonsilas, 7 de bulbo
olfatério e 5 amostras de rim colhidas
durante o abate de animais provenientes de
uma granja sem histérico de DA. O soro
desses animais também foi coletado e
submetido a soroneutralizagéo. A
sensibilidade analitica foi calculada com
acréscimo de um isolado brasileiro do
SuHV-1 titulado em amostras de cérebro de
suino negativas na soroneutralizagdo e na
PCR. A técnica apresentou uma
sensibilidade analitica de 10°° TCIDso/mL. A
gPCR foi capaz de distinguir reacdes
inespecificas, evitando assim os falsos
positivos e foi 10 vezes mais sensivel do
gue a PCR convencional, além de obter
resultados mais rapidos.

Palavras-chave: qPCR, Validagdo, Doenca
de Aujeszky

INTRODUCAO

A Doenca de Aujeszky (DA) ou
pseudorraiva € uma enfermidade de grande
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importancia na suinocultura. O agente
etiolégico € o herpesvirus suino tipo 1
(SuUHV-1 ou PrV) pertencente a subfamilia
Alphaherpesvirinae, um grupo de virus
conhecido pela sua rapidez na replicacao,
efeito citopatico e espectro amplo de
hospedeiros (Pomeranz et al., 2005).
Espécies como cées, gatos e bovinos
também sdo suscetiveis a infeccdo e
apresentam uma encefalite de curso agudo
fatal (Sobestiansky et al. 1999).

O virus replica-se principalmente em
suideos, causando sinais neurolégicos e
alta letalidade em animais com menos de
cinco semanas de idade. O indice de
mortalidade cai em animais mais velhos,
que tendem a apresentar sinais
respiratérios. Todo animal sobrevivente a
infeccao pelo SuHV-1 seréa portador do virus
em sua forma latente pelo restante de sua
vida (Kluge et al., 1999). A laténcia
geralmente ocorre no ganglio trigémeo ou
bulbo olfatério dos suinos. O virus nao pode
ser isolado nesse estado, no entanto seu
genoma permanecera em forma
nucleossomal (Pomeranz et al.,, 2005). A
replicacdo do virus é reativada apds
imunosupressé@o induzida por estresse ou
por drogas (Maes et al., 1997).

Focos da DA j& foram registrados nos
estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. Estudos realizados entre
1982 e 1986 em Sao Paulo relataram a
existéncia de 66 focos da DA, com
soroprevaléncia de 2,6% (Cunha et al.,
1998). Santa Catarina registra a ocorréncia
da enfermidade desde 1983 com um
aumento gradativo das granjas afetadas até
0 inicio do século XXI, quando se notou



uma diminuicdo no numero de relatos
devido ao programa de erradicagdo
implantado no estado (Groff et al., 2003). A
enfermidade teve um impacto anual de
quase um milhdo de reais nesse mesmo
estado (Zanella, 2001).

A Instrucdo Normativa n° 8 de trés de abril
de 2007 (Brasil, 2007) prevé a necessidade
de cada estado brasileiro criar um plano
estadual de combate & DA de acordo com a
regulamentagcdo prevista no Plano de
Contingéncia. Prevé-se o diagnéstico por
ELISA (triagem ou para gE em caso de
vacinagdo) e teste de neutralizacéo viral. As
técnicas de PCR e isolamento viral poderéo
ser utilizadas como confirmatorias. A
vacinagdo € prevista apenas para
propriedades com diagndstico laboratorial
positivo para a DA.

As atuais metodologias de diagnéstico
como, por exemplo, o isolamento e a
neutralizagdo viral, sdo especificas e muito
utilizadas nos laboratérios, mas contam com
determinados  problemas que podem
comprometer a velocidade das anélises ou
mesmo os resultados. O isolamento e a
neutralizagcdo viral tém a desvantagem de
necessitar de cultivos celulares, o que as
torna mais trabalhosas (OIE, 2009). Esses
dois métodos ainda necessitam de
utilizacdo do proprio virus, o que pode
dificultar seu uso a medida que o programa
de erradicacdo avance e restricbes sejam
indicadas para a manipulacéo do SuHV-1.

Testes baseados na deteccdo de
anticorpos, como ELISA e
soroneutralizacéo, dependem da
soroconversdo do animal. O diagnéstico
sorolégico realizado durante a fase aguda
da doenca pode levar a resultados
negativos, por serem necessarios pelo
menos 10 dias, em média, para a deteccao
dos anticorpos especificos (JACOBS et al.,
1996; KINKER et al., 1997). Existe o risco
de animais mais jovens morrerem antes da
soroconversao, pois sdo mais suscetiveis
aos sinais neurologicos, 0 que inviabilizaria
o0 diagnéstico sorolégico (KINKER et al.,
1997). O problema nédo se resume somente
a fase aguda da infeccdo, pois animais em
estado de laténcia podem apresentar

decaimento do nivel de
acarretando  resultados
(McCAW et al., 1997).

anticorpos,
falso-negativos

As técnicas de PCR tém grande valia no
diagnostico, inclusive quando se trata de
avaliacdo de animais em inquéritos (Yoon,
et al., 2005, Yoon et al., 2006). No programa
de erradicacédo da DA na Suécia, encontrou-
se uma série de animais aparentemente
ndo-infectados denominados individuos de
reacdo Unica, que apresentaram resultados
positivos para o ELISA para gB e quase
sempre negativos para gE (Bascundna et
al., 1997). Através da técnica de PCR
detectou-se o DNA viral nesses animais. No
programa de erradicacdo dos Estados
Unidos, o isolamento viral foi sendo
gradualmente substituido pela PCR como
método de diagndstico (USDA, 2008).

A validacdo de uma metodologia de
diagnostico baseada em PCR em tempo
real (QPCR) implicarda em beneficios na
velocidade e qualidade do diagnéstico da
DA. Além das vantagens da PCR
convencional, existem outras qualidades
inerentes a técnica de qPCR. As principais
vantagens sdo a rapidez do diagnéstico, a
elevada sensibilidade analitica e diagndstica
e 0 risco minimo de contaminagdo por ndo
exigir a manipula¢do dos amplicons (Yeh et
al., 2009). Outro ponto significativo €
amplificacdo do DNA do agente e
visualizagdo do resultado sem a
necessidade de utilizacdo de eletroforese
em gel de agarose como ocorre nas PCRs
convencionais.

O objetivo do trabalho foi padronizar uma
PCR em tempo real (qPCR) para
diagndstico da DA.

MATERIAL E METODOS
Desenho dos Iniciadores

O gene codificante para a glicoproteina D
(gD) foi escolhido como alvo para a qPCR
por ser altamente conservado no SuHV-1,
mas permitindo diferencia-lo de outros
herpesvirus, diminuindo deste modo a
probabilidade de amplificacbes cruzadas.
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Para definicdo da regido de amplificacédo
fez-se o alinhamento de sequéncias do
gene D de SuHV-1, herpesvirus bovino 1,
herpesvirus bovino 5, herpesvirus eqtino 1
disponiveis no GenBank no programa
Bioedit (Hall, 1999). Apos verificagdo das
regides mais conservadas em SuHV-1, o
fragmento foi submetido a analise no
programa Primer3 para desenho dos
iniciadores (Rozen and Skaletsky, 1998). A
lista de iniciadores sugeridos pelo programa
foi submetida ao programa computacional
PrimerBlast (http://www.ncbi.nim.nih.gov/
tools/primer-blast/) para analise in silico da
especificidade. A qualidade dos iniciadores
foi analisada pelo NetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer).

Os iniciadores selecionados foram ¢gD-F
(GGTCCCCTCGCCCTTCGTC) e gb-R
(GCCACCGCCTCGTTCAGC) (IDT, Estados
Unidos) e produziram um fragmento de 123
pares de base.

Os mesmos programas foram utilizados
para desenhar e avaliar iniciadores para o
gene de GAPDH de suino. Os iniciadores
selecionados foram S.scrofa-Green-
GAPDH-F (TCCCTGCTTCTACCGCT) e
S.scrofa-Green-GAPDH-R
(ACACGTTGGGGGTGGGGACA) (IDT,
Estados Unidos) e produziram um
fragmento de 100 pares de base. O objetivo
dessa segunda reacdo foi determinar a
presenca de inibidores ou falha na extracdo
do DNA. Qualquer reacdo negativa para
GAPDH invalidaria os resultados das
reacOes de diagnéstico de SuHV-1.

Amostras

A amostra padrdo Shope, com titulo viral de
10*® TCIDs/50 pL foi utilizada na
padronizacdo da reacdo. Ainda foram
utilizadas 25 amostras de cérebro de suinos
naturalmente infectados pelo SuHV-1,
sendo  positivos no isolamento e
soroneutralizacdo viral. Estas amostras sédo
provenientes do banco de amostras do
laboratério CEDISA.

Sessenta amostras de cérebro suino foram

colhidas durante o abate de animais
provenientes de uma granja sem historico
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de DA. Foi realizada uma coleta do sangue
dos suinos abatidos. Os mesmos foram
submetidos ao teste de soroneutralizacdo
segundo OIE (2009).

O DNA de todas as amostras foi extraido
pelo Kit Wizard Genomic DNA Purification
(Promega, Estados Unidos) segundo
recomendacdes do fabricante e
armazenado a -20°C.

Validagdo da Reagéo

Os parametros para a validagdo utilizados
na metodologia a seguir foram realizados
segundo parametros descritos no Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animals 2009 (OIE, 2009) e por
Espy et al. (2006).

Padronizacéo da Reacédo

O termociclador Rotorgene 3000 (Corbett,
Australia) foi utilizado em todos os testes. A
reacdo para deteccdo do SuHV-1 (gPCR-
gD) foi padronizada inicialmente com DNA
extraido da amostra Shope.

A determinacdo da eficiéncia foi realizada
por curva padrdo com amplificacdo de
produtos purificados das PCRs. Os
amplicons foram purificados com o kit PCR
reaction clean-up (Invitrogen, EUA) e as
concentracdes estimadas em
espectrofotdbmetro  de luz  ultra-violeta
(Nanovue®, GE Healthcare, EUA). O
namero de cépias foi estimado de acordo
com férmula definida Staroscik (2004). Apos
0 calculo do nimero de coépias, uma série
de curvas-padréo foi feita para
determinacdo da melhor concentracdo de
iniciadores definindo-se como R? minimo
0,99, eficiéncia minima 0,90 e eficiéncia
méxima 1,10. Todos os resultados foram
confirmados pela andlise dos picos de
dissociacdo dos amplicons (PD).

Especificidade Analitica

A amostra padrdo Shope, cinco amostras do
gendtipo | e 14 amostras do gendtipo 1l do
SuHV-1 isoladas no Brasil em Minas Gerais,
Sao Paulo, Parana, Santa Catarina, e Rio
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Grande do Sul, previamente caracterizadas
por Fonseca Jr. et al. (2009), mais amostras
de herpesvirus bovino 1 (BoHV-1),
herpesvirus  bovino 5 (BoHV-5) e
Streptococcus suis foram utilizadas para
andlise da especificidade analitica.

Sensibidade Analitica

A sensibilidade analitica da gPCR-gD foi
calculada a partir do nimero de cdépias do
DNA viral. ApGs a determinagdo da melhor
concentracdo dos iniciadores e demais
reagentes da reacdo, os amplicons
purificados foram diluidos em série na base
10. A curva padrdo foi feita a partir de
triplicatas de cada diluicdo em trés dias
consecutivos.

Limite de Deteccao (LD) e Repetitividade

A determinac¢do do limite de deteccdo foi
realizada a partir de diluicdo do controle
positivo e contaminacdo de amostras
clinicas. A amostra Padrao Shope foi diluida
em base dez e utilizada para contaminar
amostras de cérebro de suino negativas
para o SuHV-1. As diluicbes de -4 a -6,
equivalentes as  concentracdes  10°°
TCIDg/mL,  10°°  TCIDg/mL, 10™°
TCIDsg/mL foram utilizadas para contaminar
sete replicatas biol6gicas de cada. Cada
uma foi extraida independentemente e
submetida & PCR.

O LD foi determinado como a diluicdo em
que todas as amostras fossem positivas. A
confirmacéo foi realizada com contaminagéo
nesse mesmo limite e nova extracdo
independente de sete amostras (sete
replicatas biologicas). As mesmas foram
repetidas em trés dias diferentes. A andlise
permite uma falha, garantindo o resultado
com 95% de confianga.

Repetitividade,
Robustez

Reprodutibilidade e

A repetitividade (REP), reprodutibilidade
(RPO) e a robustez (ROB) foram analisadas
com numero idéntico de amostras. Foram
analisadas sete amostras diferentes em
triplicata em trés dias, admitindo-se até uma

falha em cada grupo de replicatas. Duas
dessas amostras estdo no LD detectado
anteriormente. A reprodutibilidade  foi
analisada quando um segundo individuo
realizou os mesmos testes.

A robustez foi analisada com trés mixs
diferentes no  equipamento  ABI7500
(Applied Biosystems, Estados Unidos),
sendo o primeiro desse grupo de reagentes
0 descrito anteriormente nesse trabalho
(sendo o teste denominado ROB1) e dois
outros  adquiridos  prontos. Os  kits
previamente prontos foram Sybr Green
Master Mix, teste denominado ROB2,
(Invitrogen, Estados Unidos) e Eva Green
Master Mix, teste denominado ROBS3,
(Biotium, Estados Unidos).

RESULTADOS
Padronizacéo da qPCR

As melhores concentracdes para a qPCR-
gD foram definidas como: 0,375 pmoles/uL
de cada iniciador (IDT, EUA), 1,5 U GoTaq
(Promega, EUA), 20% tampdo GoTaq
incolor 5x, 1,9 mmol/L MgCl,, 1 uL de Eva
Green 20x, 8% DMSO, 200 pumol/L DNTP,
para um volume final de 20 pL. As melhores
condi¢des para a qPCR-GAPDH foram: 0,25
pmoles/uL de cada iniciador (IDT, EUA), 1,5
U GoTaq (Promega, EUA), 20% tampao
GoTag incolor 5%, 1.9 mmol/L MgCl,, 1 pL
de Eva Green 20x, 200 umol/L DNTP, para
um volume de 20 pL.

As etapas no termociclador para as duas
reacBes foram determinadas como 95°C por
5 min para desnaturacdo, seguido por 40
ciclos a 95°C por 25 seg., 58°C por 25 seg.
e 72°C por 20 seg. com leituras no ciclo de
extensdo. A curva de dissociacdo foi
realizada com os seguintes parametros: 30
s a 80°C e 3 s por grau até 99°C. Os pontos
de corte da qPCR-gD foram 0,5 dF/dT e
temperatura de 92,5°C e da qPCR-GAPDH
foram 0,5 dF/dT e temperatura de 93,2°C
(Figura 1). Houve a formacao de pequenos
picos em temperatura inferior a temperatura
limite no tubo sem DNA molde devido a
formagdo de dimeros de iniciadores. A
alteracdo nas concentra¢g8es dos iniciadores
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nao alterou significativamente a formacéo
de dimeros.

Especificidade Analitica

Todas as amostras de SuHV-1 foram
amplificadas com picos de desnaturagéo
semelhantes ao da amostra padrdo Shope.
As amostras de BoHV-1, BoHV-5 e S. suis
nao apresentaram amplificacdes.

Sensibidade Analitica

A gPCR foi capaz de detectar até 18,8
copias/uL, com R? 0,99 e eficiéncia 0,97
(Tabela 1). A curva padrdao para gPCR-
GAPDH apresentou R® 0,99 e eficiéncia
0,99. Quanto mais préximo de 1 o valor de
eficiéncia, melhor a performance da gPCR,
indicando que os produtos gerados
praticamente dobram a cada ciclo.

Tabela 1: Valores médios de Ct e desvios-
padréo da gPCR.

Copias/uL Ct Médio Desvio
1,88 x10° 20,03 0,02
1,88 x10° 23,11 0,81
1,88 x10* 27,09 0,61
1,88 x10° 30,5 0,33
1,88 x10° 34,09 0,59
1,88 x10" 36,45 0,25

Limite de Deteccéo

O LD foi confirmado com 10°° TCIDso/mL.
Todas as repeticbes nesse limite foram
positivas nas sete amostras testadas nos
trés dias diferentes. O teste com amostras
acrescidas com o virus titulado demonstrou
gue a matriz (tecido animal) pode influenciar
na eficiéncia da reacdo, como pode ser
notado pelos valores de desvio padrao
encontrados. Na andlise da curva de
desnaturacéo, picos com temperatura
similar ao do controle positivo, mas com
dF/dT inferior a 0,5 foram desconsiderados.
Amostras com Ct entre 36 e 38 foram
consideradas suspeitas e seu resultado
confirmado pela curva de desnaturagéo e
por nested PCR realizada conforme
Fonseca Jr. et al. (2010). O desvio padréo
(o) dos picos de dissociacao (PD) inclui as
amostras utilizadas como controle positivo
(Tabela 2).

Os desvios para os Cts foram altos
indicando que o limite de quantificacdo seria
maior, no entanto, como a técnica €é
puramente qualitativa, os resultados sé&o
demonstrados aqui apenas para a analise
das variagcbes a que a PCR se sujeita
gquando ha pequenas concentracdes de
DNA viral em relagdo ao DNA da matriz.

Tabela 2: Desvio Padréo dos Cts e Picos de Desnaturagdo na Confirmacgéo do LD

Dia Ct Pico de Desnaturacéo
Média z Média o
1 37,83 1,46 92,6 0,45
2 37,43 1,85 92,7 0,60
3 36,28 0,85 92,93 0,23
Repetitividade, Reprodutibilidade e Os resultados de ROB1 demonstraram que

Robustez

Os testes de REP e RPO demonstraram
que o método ndo estd sujeito a grandes
variagdes ao ser realizado no mesmo dia ou
em dias diferentes, entretanto o mesmo néo
se pode dizer gquando a metodologia é
testada com diferentes reagentes ou
equipamentos.
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a utilizacdo dos mesmos reagentes em um
sistema de deteccao diferente podem alterar
0o LD da metodologia. O primeiro fator
notado foi a grande diferenca entre os PDs
esperados. Os maiores ocorreram no
equipamento Rotorgene 3000, enquanto
cada mix apresentou um PD médio diferente
(Tabela 3).



O limiar ou ponto de corte foi calculado
automaticamente pelo ABI7500, variando
discretamente entre os dias de analise.
Todas as amostras amplificaram em
triplicata em todas as repeticbes, com

positivas foi em ROB1, com uma replicata
positiva por amostra. Houve falha de pelo
menos uma amplificacdo em ROB2 e ROB3
guando as amostras no LD foram testadas.
Além disso, os PDs ndo foram detectados

excecdo daquelas no LD. Nesse Ultimo nessas ocasifes, fator primordial para

caso, 0 menor numero de repeticdes considerar a reagéo positiva.

Tabela 3: Desvio Padréo dos Cts e PD nos testes de REP, RPO, ROB

Rotorgene 3000 ABI7500
Amostra REP RPO ROB1 ROB2 ROB3
X o X o X o X o X o

1 21,66 0,21 22,40 0,14 25,64 0,20 20,58 0,33 19,16 0,58
2 20,44 0,40 21,44 0,34 24,15 0,46 19,79 0,34 17,92 0,53
3 22,67 0,42 22,60 0,09 27,65 0,47 21,50 0,45 20,71 0,62
4 19,55 0,17 20,10 0,15 23,04 0,96 18,48 0,46 16,67 0,54
5 35,22 0,22 36,10 0,35 - - 33,89 0,32 33,39 0,56
6 35,86 0,19 36,32 1,63 - - 35,67 0,99 34,16 0,94
7 18,27 0,17 17,10 0,19 21,12 0,09 17,59 1,19 15,50 0,51
PD 93,07 0,13 92,44 0,44 89,6 0,0 88,54 0,25 86,61 0,15

Deteccdo do SuHV-1 em Amostras Clinicas

As 25 amostras clinicas positivas testadas
obtiveram picos semelhantes a amostra
padrdo Shope utilizada como controle
positivo. As 60 amostras clinicas de cérebro
de suinos negativas foram negativas
também na qPCR. Seis amostras negativas
apresentaram  picos na curva de

desnaturacdo com dF/dT superior a 0,5,
porém com temperaturas inferiores a
temperatura de corte. Essas amostras foram
consideradas negativas (Figura 2). A
temperatura de desnaturacdo média das
amplificagbes especificas foi de 93,66°C
(desvio padrao 0,345, variancia 0,119). Os
Cts encontrados foram diferentes para cada
amostra (Tabela 3).
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Figura 1: Curva de desnaturacdo (dF/dT versus Temperatura) das amostras positivas e
negativas utilizadas no teste de detec¢do do SuHV-1 em amostras clinicas. A — Curva para
gPCR-gD. As setas indicam amostras negativas com picos inespecificos devido a dimeros de
iniciadores ou reacdes inespecificas. B — Curva de desnaturacdo para qPCR-GAPDH. As
linhas negras indicam os limiares (threshold) de dF/dT e de temperatura.

Tabela 4: Valores de Ct para as amostras
clinicas positivas

Ndmero de
Amostras

Intervalo de Ct

14,4 a 16,13
18,33 a 19,89
20,53 a 22,87
23,85 a 26,96
29,15 a 29,97
33,31
36,41

P FRPNWOOOO A

DISCUSSAO

A OIE disp8e de diversas metodologias de
PCR para varias enfermidades de
importancia veterinaria. O uso de técnicas
moleculares no diagnéstico de doencas
provocadas por virus animais tem uma
grande gama de variacdo nos tipos de
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reacoes, variando desde PCR
convencionais a multiplex e tempo real tanto
para deteccdo de agentes patogénicos
como para genotipagem (OIE, 2009). A
metodologia desenvolvida nesse trabalho
permitiu uma identificagdo mais rapida e
sensivel do SuHV-1, sendo a primeira
descrita na literatura consultada com todos
os procedimentos de validagcao necessarios.
Outros trabalhos para deteccao molecular
descrevem PCRs para diagnostico sem
mencionar testes de limite de deteccao,
repetibilidade, reprodutibiliade ou robustez.

A gPCR esta sendo cada vez mais utilizada
na deteccdo de agentes infecciosos como
virus e bactérias (Gunson et al., 2006,
Ratcliff et al, 2007). Os métodos e
reagentes utilizados tém variacdo tanto em
termos de tecnologia biomolecular quanto
ao custo. Destes, os mais baratos e



versateis sdo os da categoria de fluoréforos
intercalantes do DNA como SYBR Green e
Eva Green. Eles possuem como vantagem,
além do preco acessivel, o fato de poderem
ser utilizados com quaisquer iniciadores,
enquanto sondas tipo Tagman, FRET ou
iniciadores Scorpion precisam ser
desenhados com um conjunto de iniciadores
especificos. Como desvantagem tende a ser
menos especificos e sensiveis (Yeh et al.,
20009).

Os resultados encontrados neste trabalho
permitiram identificar uma técnica confiavel
no diagnostico molecular da DA. A gPCR-
GAPDH amplificou para todas as amostras
testadas, demonstrando-se dtili  como
controle da amostra de DNA. A gPCR-gD foi
dez vezes mais sensivel do que a PCR
convencional. Os testes de REP e RPO
demonstraram que a gPCR-gD ndo esta
Sujeita a grandes variacbes em curtos
intervalos de tempo. O mesmo néo se pode
dizer quando os dados de ROB séao
analisados. Houve uma grande variagcdo nos
Cts quando diferentes kits ou mesmo 0 mix
padronizado nesse trabalho foram utilizados
em outro equipamento. O mix EVA Green
apresentou os menores Ct, porém isso ndo
foi um diferencial maior quando comparado
com o0 mix SYBR Green. Ambos
apresentaram os mesmos PDs e falharam
na amplificacdo de uma das replicatas das
amostras no LD a cada dia de repeticdo.
Essas amostras com falhas apresentaram
Ct relacionados mais com os dimeros de
iniciadores do que com amplificacdo da
amostra propriamente dita. Como o
resultado final desse trabalho foi analisado
com prioridade na curva de dissociac¢do, a
replicatas foram consideradas negativas
devido a auséncia do PD especifico. E bem
provavel que as falhas estejam relacionadas
com o sistema de detecgdo e com a técnica
para se gerar a curva de dissociacdo. O
sistema do ABI7500 utiliza placas o que
gera grandes modificacdes na
termociclagem e na uma curva de
dissociacdo mais demorada, o que pode
explicar as diferencas na detec¢éo final do
PD.

As temperaturas com 0s picos especificos
de dissociacdo foram diferentes de acordo

com o equipamento e reagentes utilizados.
E bastante  provavel que  essas
discrepancias ocorreram  principalmente
devido as concentragdes idnicas peculiares
de cada reacdo, principalmente nos
tampdes, especificos de cada fabricante.
Esse fato ja foi relatado quando a influéncia
da concentracdo de sais e outros ions foi
analisada na dissociacdo de acidos
nucléicos (Arora et al., 2008).

A gPCR-gD foi menos sensivel do que a
nested PCR descrita por Fonseca Jr. et al.
(2010), no entanto ainda apresenta
vantangens por ser menos trabalhosa tanto
no tempo de execucao quanto por diminuir a
possibilidade de contaminacdo (situacédo
bastante preocupante nas nested PCRS).
Ambos as metodologias detectaram todas
as amostras clinicas testadas e as amostras
com alto Ct, consideradas suspeitas, foram
confirmadas pela nested PCR. Esses dois
fatores indicam que as técnicas podem ser
usadas em conjunto.

Um dos principais problemas encontrados
na gPCR com agentes intercalantes é a
fluorescéncia gerada por dimeros de
iniciadores (Ponchel et al., 2003). A
presenca de dimeros gera aumento da
fluorescéncia devido a formacdo de
pequenos fragmentos de DNA em fita dupla
com alta afinidade aos reagentes como o
SYBR Green e EVA Green. Essa ocorréncia
€ dificil de ser inibida mesmo com a
utilizacdo de enzimas do tipo hotstart
(Peters et al, 2004). Os dimeros de
iniciadores apresentaram Ct sempre maior
do que 35 e valores menores do que 90°C
na curva de desnaturacéo. Esses resultados
os tornam facilmente distinguiveis de
reacbes positivas para SuHV-1 que
tenderam a apresentar Cts menores do que
35 e temperatura de desnaturacdo maior do
que 93°C.

Em relagdo a especificidade analitica, a
gPCR detectou amostras de SuHV-1
isolados em diferentes estados brasileiros,
demonstrando que os primers reconhecem
diferentes estirpes ja isoladas no pais. As
amostras brasileiras testadas neste trabalho
foram previamente caracterizadas em dois
grupos  principais, um com elevada
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semelhanca a virus circulantes ou que ja
circularam em outros paises e outro grupo
mais distante (Fonseca Jr. et al., 2009). A
gPCR-gD foi capaz de amplificar o DNA de
todas essas estirpes virais. Os iniciadores
desenhados foram especificos para o
agente etiolégico da DA ja que outros
agentes filogeneticamente relacionados
(BoHV-1) ou causadores de sinais clinicos
semelhantes (S. suis) n&do geraram
amplificacdo. O fato de a gPCR discriminar
0 SuHV-1 do BoHV-5, ambos causadores
de encefalite em bovinos (Rissi et al., 2006),
indica a possibilidade do uso da mesma
para diagnéstico diferencial da raiva . A
especificidade para o virus da raiva néo foi
testada neste trabalho, mas ndo se espera
amplificagé@o deste virus na reacgéo, pois seu
genoma RNA precisaria ser submetido a
uma reacao de transcricdo reversa antes de
ser submetido a PCR (Nadin et al., 2009).

A gPCR foi testada em diferentes tecidos de
suinos. Apenas seis amostras clinicas
testadas apresentaram amplificacbes
inespecificas. Esses resultados ocorreram
apenas em tecido cerebral, mas
provavelmente ndo se devem a alguma
peculiaridade desta matriz, mas sim ao
elevado niumero de amostras de cérebro de
suino em comparacao as outras. Todas as
amostras de cérebro positivas para o
isolamento viral amplificaram na qPCR.
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Outros trabalhos indicam o ganglio trigémeo
e o0 bulbo olfatério como matriz para
deteccé@o do DNA de SuHV-1 (Bascufana et
al., 1997; Huang et al., 2004), porém essas
amostras sdo de coleta mais dificil devido
ao tamanho e localizacdo no encéfalo. Os
resultados indicam que cortes do encéfalo
de  suinos podem ser utilizados
eficientemente para deteccdo do SuHV-1.

As variacdes na deteccdo da fluorescéncia
e da temperatura de desnaturacdo
detectadas em algumas amostras e
repeticdes podem estar relacionadas tanto
com variacdes intrinsecas da rea¢cdo como
a quantidade de DNA e outros interferentes
relacionados com fatores do instrumento.

Este trabalho descreveu uma qPCR para
diagnéstico de DA com diversas vantagens
sobre métodos classicos como por exemplo
menor tempo de execucdo, diminuicdo dos
riscos de contaminagdo das amostras com
amplicons e a néo utilizacdo de reagentes
cancerigenos como brometo de etideo para
observacéo dos resultados.
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RESUMO

As enfermidades do sistema nervoso central
de bovinos podem ser causadas por
diversos agentes, dentre eles o0s
herpesvirus suino 1 (SuHV-1), herpesvirus
bovino 1 (BoHV-1), herpesvirus bovino 5
(BoHV-5) e herpesvirus ovino 2 (OvHV-2). O
objetivo desse trabalho foi padronizar uma
PCR multiplex (mPCR) para diagnoéstico
diferencial de encefalite bovina causada por
esses quatro herpesvirus. Os iniciadores
foram desenhados ap6s alinhamento de
sequéncias disponiveis no GenBank e a
reacdo foi padronizada levando-se em
consideragdo a concentracdo dos reagentes
e tipos diferentes de DNA polimerase. Apos
determinacéo da especificidade e
sensibilidade, 65 amostras de cérebro de
bovinos com diagnéstico de encefalite foram
submetidas a mPCR A sensibilidade
analitica para detecgdo de BoHV-1, BoHV-5
e SuHV-1 foi, respectivamente, 101,2
TCID50/50 pL, 101,0 TCID50/50 pL, 101,3
TCID50/50 pL na reacao multiplex. Dez
amostras foram positivas para BoHV-5, uma
para BoHV-1, uma para SuHV-1 e cinco
para OvHV-2. A mPCR padronizada nesse
trabalho é uma técnica Ut para o
diagnéstico diferencial de enfermidades
relacionadas ao sistema nervoso central de
bovinos.

Palavras-chave: PCR, encefalite,
herpesvirus

INTRODUCAO

A crise causada pela encefalopatia
espongiforme bovina (BSE) gerou um
grande impacto na saude animal e na saude
humana. O modo como as encefalopatias
bovinas era encarado mudou devido ao
risco dessas enfermidades (Bradley e
Liberski, 2004). Diversos paises passaram a
trabalhar com medidas de controle ou
prevencdo da BSE (OIE, 2009). Uma vez
que o diagnéstico para encefalopatia seja
negativo para BSE, é importante determinar
0S outros agentes etioldgicos responsaveis
pela enfermidade. Entre esses estdo um
grupo de virus da familia Herpesviridae: o
herpesvirus bovino 1 (BoHV-1), herpesvirus
bovino 5 (BoHV-5), herpesvirus ovino 2
(OvHV-2) e herpesvirus suideo 1 (SuHV-1)
capazes de causar sinais neuroldgicos que
podem confundir o diagnostico clinico da
enfermidade (Claus et al., 2002).

O BoHV-1 e o BoHV-5 sdo herpesvirus da
sub-familia  Alphaherpesvirinae, género
Varicellovirus (Davison et al., 2009). Esses
dois virus séo tdo proximos geneticamente
que pode ser dificil diferencia-los tanto por
métodos moleculares quanto imunoldgicos
(Thiry et al., 2006). O BoHV-1 é causador
da rinotraqueite infecciosa  bovina,
vulvovaginite pustular infectiosa e
balanopostite, além de mortalidade neonatal
devido a infeccdo sistémica ou abortos,
principalmente quando a infec¢éo ocorre em
vacas soronegativas (Muylkens et al., 2007).
Apesar de n&o ocorrer frequentemente, o
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BoHV-1 pode causar danos neuroldgicos
(Brower et al., 2008; Rissi et al., 2008).

O BoHV-5 ¢é agente etiolégico da
meningoencefalite bovina, uma enfermidade
de curso rapido e geralmente fatal. Animais
mais novos sao mais suscetiveis, enquanto
nos bovinos mais velhos a severidade da
infeccdo depende muito da estirpe viral e do
hospedeiro (Rissi et al.,, 2007). As
ocorréncias de infeccdo por BoHV-5 sédo
mais comuns na América do Sul do que no
restante mundo (Del Médico et al., 2010).
Ha uma alta prevaléncia de co-infecgfes por
BoHV-1 e BoHV-5 em bovinos no Brasil
(Campos et al., 2009).

@) SuHV-1, virus da  subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus, é
0 agente etiologico da pseudorraiva ou
doenca de Aujeszky (Pomeranz et al.,
2005). Os suinos sao o0s principais
hospedeiros do SuHV-1, nos quais causa
danos neurolégicos em animais mais jovens
e sinais respiratérios em individuos adultos
(Zuckermann, 2000). Espécies como caes,
gatos e bovinos também sdo suscetiveis a
infeccdo e apresentam uma encefalite de
curso agudo fatal que pode ser confundida
com os sinais causados pela infeccdo com o
virus da raiva, BoHV-5 e OvHV-2 (Callan e
Van Metre., 2004).

A febre catarral maligna é uma enfermidade
de bovinos e outros ungulados como
suinos, bisGes e cervos, caracterizada por
sinais neuroldgicos, inapeténcia, febre e
corrimento nasal (Powers et al., 2005). Um
dos principais microorganismos associados
com a enfermidade é o OvHV-2,
principalmente quando ocorre criacdo
concomitante de bovinos e ovinos. A
enfermidade ja foi diagnostica na Europa,
Oriente Médio, Africa e América (Russell et
al., 2009).

A PCR é um método rapido e sensivel ja
utilizado para diagndstico de varias
enfermidades virais. A utilizacdo de uma
metodologia multiplex agiliza o processo de
identificacdo desses agentes infecciosos por
realizar o diagnoéstico completo com apenas
uma reacéo (Yeh et al., 2009).
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Face ao exposto acima, 0 objetivo deste
trabalho € padronizar uma PCR multiplex
(mPCR) para diagnostico diferencial de BSE
e raiva.

MATERIAL E METODOS
Amostras

A padronizagdo da reacdo foi realizada com
a amostra padrdo Shope de SuHV-1 (ATCC
VR-135), amostra padrdo Colorado-1 de
BoHV-1 (ATCC VR-864), isolado EVI88/95
de BoHV-5 (Esteves et al., 2008). Devido a
dificuldade de isolar o OvHV-2 (Gailbreath
et al., 2008), o DNA extraido do cérebro de
uma ovelha naturalmente infectada foi
utilizado como controle positivo (Costa et
al., 2009).

Extracdo de DNA

O DNA de todas as amostras derivadas de
bovinos e ovinos foi extraido conforme
Fonseca Jr. Sambrook et al (1989).
Amostras de cérebro de suino foram
submetidas a extracdo de DNA conforme
Fonseca Jr. (2010a).

Desenho dos Iniciadores

Os iniciadores para a mPCR foram
desenhados no programa Primer3 Plus
(Untergasser et al., 2007). Ap6s o desenho,
os primers foram submetidos a andlises in
silico de especificidade e formacdo de
dimeros individualmente, em pares e em
conjunto nos programas Blast (Altschul et
al.,, 1990), PrimerBlast e OligoCalc (Kibbe,
2007). Os critérios de selecdo foram
temperaturas de melting semelhantes, alta
especificidade e minimo nimero de
interacdes. Trés pares de iniciadores
(Tab.1) foram selecionados, sendo que o
iniciador BoHV-191 é capaz de detectar
tanto o DNA de BoHV-1 como de BoHV-5.

Analise in silico de restricdo enziméatica

A opgéo de diferenciar BoHV-1 de BoHV-5
por restricdo enzimatica se deve ao fato de
0 BoHV-1 provocar danos neurolégicos
menos frequentemente (Rissi et al., 2008),



assim a presenca de um par extra de
iniciadores poderia diminuir a eficiéncia da
PCR. A andlise de restricdo enzimatica foi
realizada no programa pDraw 32 (Tippman,
2004).

Padronizacdo da Reacédo

A reacdo foi otimizada variando-se a
concentracao dos reagentes e tipo de DNA
polimerase. Foram testadas uma Taq
convencional e duas Taq hotstart. A reagéo
foi padronizada para um volume total de 25
ML, sendo 10% desse volume de DNA
aplicado. A concentracdo de DNA
adicionada a reacdo variou de 20 a 150
ng/uL. Os resultados foram visualizados em
um gel de agarose 2,5% corado com
brometo de etideo sob luz ultra-violeta, apos
eletroforese.

Teste de Especificidade Analitica

Cada par de primers foi testado
individualmente com os quatro virus para
verificar a presenca de amplificacbes
inespecificas. A especificidade da reacéo
também foi testada em sete isolados
brasileiros de  SuHV-1  previamente
caracterizados (Fonseca Jr. et al., 2010b),
cinco isolados de BoHV-1, Streptococcus
suis, Listeria monocytogenes.

Teste de Sensibilidade Analitica

O teste de sensibilidade analitica foi
realizado apenas para BoHV-1, BoHV-5 e
SuHV-1. Isolados desses virus foram
titulados em célula de linhagem MDBK (rim
de bovino). A solugdo estoque desses virus
foi diluida em base dez e submetida a
extragdo de DNA. O DNA foi estocado a -
20° C até o momento do wuso. A
sensibilidade foi testada com os iniciadores
separados e em multiplex.

Amostras Clinicas

Foram utilizadas sessenta e cinco amostras
de cérebro de bovinos com sinais
neurologicos e negativas para raiva pela
imunofluorescéncia direta e inoculacdo em

camundongos, oriundas de todo o estado de
Minas Gerais, Brasil.

O material genético de outras espécies
animais foi submetido & PCR. O objetivo foi
analisar a possibilidade do uso dessa PCR
para diagnostico desses virus em tecidos
diferentes ou a inclusdo de amostras
especificas em uma bateria de diagnéstico
da mPCR. Trinta e cinco amostras de
cérebro de suino foram previamente
caracterizadas em outro trabalho, sendo 25
positivas e dez negativas para SuHV-1
(Fonseca Jr. et al, 2010). Além dessas,
foram coletadas mais quatro amostras de
cérebro (trés positivas e uma negativa) e
dez amostras de sémen (sete positivas e
trés negativas) de ovinos com suspeita de
infeccdo por OvHV-2 previamente testada
por PCR em tempo real (dados néo
publicados).

RESULTADOS
PCR

A reacéo foi padronizada com as seguintes
concentracdes dos reagentes, para um
volume final de reagcdo de 25 uL: 0,5
pmol/uL dos iniciadores OvHV2-102, 1
pmol/uL dos iniciadores BoHV-191 e, 0,25
pmol/uL dos iniciadores SuHV1-499 (IDT,
EUA), 2 mM de MgCI2, 3% DMSO, 200 mM
de dNTP, 2 U Taq Platinum (Invitrogen,
EUA), Tampéao 5x GoTaq Green (Promega,
EUA). Outras concentracdes foram testadas
como a adicdo de 50% a mais do volume de
tampdo ou aumento da quantidade de
iniciadores. O acréscimo desses reagentes
implicou num aumento da especificidade e
sensibilidade analitica, respectivamente,
quando trabalhados separadamente, mas
sem resultados significativamente melhores
do que os das concentracdes apresentadas
acima. O tipo e o fabricante da enzima DNA
polimerase implicaram em diferencas nos
niveis de amplificagdo. A melhor delas foi a
do tipo hotstart, mas a atividade da mesma
variou de acordo com a marca, sendo
necessario alterar o nimero de unidades
adicionadas. A mPCR apresentou bandas
especificas para cada agente pesquisado

(Fig. 1).
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Os fragmentos amplificados para os
herpesvirus bovino puderam ser
diferenciados por restricdo enzimética (Fig
2). Apés andlise in silico, a enzima Btgl foi
escolhida para diferenciagdo dos resultados
por cortar o amplicom de BoHV-5 em dois

Tabela 1 Iniciadores utilizados neste trabalho

fragmentos (139 pb e 52 pb) e ndo cortar o
amplicom de BoHV-1. A enzima Btgl clivou
o amplicom de BoHV-5 em dois fragmentos
de 139 pb e 52 bp apds reacdo realizada
segundo recomendacgédo do fabricante (New
England Biolabs®).

Iniciador Sequéncia Amplicom (pb) Virus Alvo
BoHV-191-F TCTTTACGGTCGACGACTCC 191 BoHV-1 Glicoproteina C
BOHV-191-R  GAAGWACACGCGCAGCTC BoHV-5
OvHV2-102-F  CAACGTCGGTGACACCATCGA 102 OvVHV-2 Glicoproteina B
OvHV2-102-R  TCTCGGAGCACAGACACGGTT
SuHV1-499-F CCGCGGGCCGTGTTCTTTGT 499 SuHV-1 Glicoproteina E
SuHV1-499-R  CGTGGCCGTTGTGGGTCAT

,-..o.o.‘.lo"

Figura. 1: Eletroforese em gel de agarose 2% da mPCR. Os resultados dos controles positivos
e dez amostras clinicas foram agrupados para visualizacdo dos resultados. Foram incluidas no
gel sempre duas amostras clinicas cada tipo de tecido, sendo a primeira positiva € a segunda
negativa em um teste prévio. 1 — Amostra de cérebro de suino, 2 — Amostra de cérebro de
suino, 3 a 8 — amostra de cérebro de bovino, 9 — amostra de cérebro de ovino, 10 - amostra de
cérebro de ovino, 11 - Controle positivo de SuHV-1, 12 - Controle positivo e BoHV-1, 13 -
Controle positivo de OvHV-2, 14 — Controle positivo com todos os virus,, 15 — Padrao de
tamanho molecular com intervalo de 100 pares de base.
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 2% da mPCR de resultados positivos para BoHV-1 e
BoHV-5 digeridos pela enzima de restricdo Btgl. 1 — Controle positivo de BoHV-5, 2 a 4 —
Amostra clinica de BoHV-5, 5 — amostra clinica de BoHV-1, 6 — controle positivo de BoHV-1, 7 -
Padrdo de tamanho molecular com intervalo de 100 pares de base.

Teste de Especificidade

Os iniciadores amplificaram especificamente
todas as estirpes de isolados de SuHV-1 e
BoHV-1 como esperado, sem apresentarem
bandas inespecificas quando o DNA S. suis
ou L. monocytogenes foi adicionado. N&o
houve amplificagdo inespecifica no teste
com os iniciadores isolados.

Teste de Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica para deteccdo de
BoHV-1, BoHV-5 e SuHV-1  foi,
respectivamente, 101,2 TCID50/mL, 101,0
TCID50/mL, 101,3 TCID50/mL na reacgéo
multiplex (Fig. 3). Os resultados foram
semelhantes para a reacdo realizada com
0s primers separadamente.
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Figura 3: Sensibilidade analitica da PCR multiplex. 1 — Controle negativo (amostra de cérebro
de bovino), 2 - SuHV-1 10*%® TCID50/mL, 3 - SuHV-1 10*°* TCID50/mL, 4 - SuHV-1 10*?
TCID50/mL, 5 - SuHV-1 10°° TCID50/mL, 6 - BoHV-1 10*? TCID50/mL, 7 - BoHV-1 10%?
TCID50/mL, 8 - BoHV-1 10** TCID50/mL, 9 - BoHV-1 10%?* TCID50/mL, 10 - BoHV-5 10°°
TCID50/mL, 11 - BoHV-5 10*° TCID50/mL, 12 - BoHV-5 10*° TCID50/mL, 13 - BoHV-5 10°°
TCID50/mL, 14 - Branco, 15 - Marcador de tamanho molecular com intervalo de 100 pb.

Amostras Clinicas

A maior parte das amostras de cérebro de
bovino foram negativas na mPCR (Tab. 2).
Entre as 17 amostras positivas, 11
apresentaram amplificacdo especifica para

0s herpesvirus bovino. Apenas duas
amostras  apresentaram bandas néo
especificas de tamanho diferente ao

esperado, sendo o resultado considerado
negativo.

As amostras de cérebro de ovinos e de
suinos  apresentaram 0s  resultados

esperados, isto é, sem quaisquer bandas
inespecificas, assim como as de sémen de
ovinos, que condisseram com 0s testes
realizados com PCR em tempo real. Apenas
uma das amostras positivas na PCR em
tempo real ndo amplificou na mPCR.
Apenas duas amostras de cérebro de suino
apresentaram bandas inespecificas
aparentemente devido a concentragao
excessiva de DNA ou a qualidade do
mesmo. A diluicAo ou uma nova extracdo
levaram ao desaparecimento das bandas.

Tabela 2: Resultados obtidos a partir da mPCR a partir de amostras clinicas

Amostra Total Positivas Negativas
BoHV-1 BoHV-5 OvHV-2 SuHV-1

Cérebro Bovino 65 1 10 5 0 49

Cérebro Suino 35 0 0 0 25 10

Cérebro Ovino 4 0 0 3 0 1

Sémen Ovino 10 0 0 6 0 4
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DISCUSSAO

A mPCR padronizada nesse trabalho foi
capaz de detectar e diferenciar quatro tipos
de virus causadores de encefalite em
bovinos e de sinais neurolégicos em outras
espécies como ovinos e suinos. Todos
esses agentes sdo listados no Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animals (OIE, 2009), sendo
considerados, portanto, de elevada
importancia na pecuaria internacional. Sua
importancia se estende em diversas areas,
sendo que pelo menos dois deles, OvHV-2
e SuHV-1, podem infectar diversas
especies.

O diagnéstico  diferencial pode  ser
importante para se determinar as
providéncias a serem tomadas. A encefalite
causada por SuHV-1, por exemplo, é sinal
de que existem suinos infectados na area,
pois esses sd0 0S principais agentes
replicadores desse virus (Sobestiansky et
al., 1999). A pseudorraiva € uma
enfermidade de notificacao obrigatéria e de
grande impacto na inddstria de suinos,
implicando em atitudes relacionadas com o
programa de erradicacao.

A mPCR descrita nesse trabalho foi
padronizada analisando-se diversas
varidveis, desde a concentracdo de
reagentes a amplificagdo de amostras
clinicas e variantes dos microrganismos
pesquisados. As reacfes em multiplex séo
muito mais sensiveis as variagées do que
aquelas realizadas com apenas um par de
iniciadores. E preciso levar em conta muitas
variaveis, pois até mesmo iniciadores
idénticos podem ter performance diferente
em diferentes laboratérios (Bastien et al.,
2008). O tipo e até mesmo o fabricante da
enzima DNA polimerase utilizada gerou
variacdes na sensibilidade e especificidade
da reagcdo. Dentre outros reagentes
testados, a utilizacdo de um tampéo
adequado e de DMSO foi relevante, sendo
esse ultimo importante para evitar a inibicao
da atividade de polimerizagdo devido a
estruturas secundéarias, algo bastante
comum em genomas com alto indice de
guanina e citosina como o de herpesvirus
(Hengen, 1997).

A técnica de mPCR em tempo real tem
ganhado grande destaque nas publicacdes
cientificas (Beldk, 2007), no entanto a
utilizacdo de oligonucleotideos marcados
com fluorescéncia e de equipamentos
especiais aumenta o custo da técnica. Além
disso, apesar de possuir outras vantagens,
uma reacdo de PCR em tempo real nem
sempre é muito mais sensivel ou especifica
do que uma PCR convencional, se néo
estiver bem padronizada (Bastien et al.,
2008).

A mPCR apresentou reagdes inespecificas
em dois momentos, sendo esses
associados principalmente a qualidade do
DNA extraido. Em um dos casos, a amostra
estava estocada hd mais de dois anos no
laboratério antes de ter o DNA extraido
especificamente para essa mPCR. O
aumento de 50% na quantidade de tampdao
adicionado melhorou a especificidade da
técnica, no entanto acarretou na diminuicao
da sensibilidade em até 10 vezes no
diagnostico de BoHV-1 e BoHV-5.

A maior parte das amostras de cérebro de
bovino testada foi negativa para os trés
herpesvirus, no entanto, é preciso salientar
que diversos outros  microrganismos
causam encefalite com sintomas
semelhantes aos da raiva, leucose
enzodtica bovina, listeriose, enterotoxemia e
a forma cerebral da babesiose (Riet-Correa
et al., 1998; Claus et al., 2002).

Gunson et al. (2008) relatam a importancia
das reacdes de PCR multiplex na rotina do
laboratério. Uma reacdo bem padronizada
aumenta a velocidade do trabalho e otimiza
a utilizac@o dos termocicladores e preparo
das reacbes de PCR. O método pode ser
utiizado até mesmo quando apenas dois
dos agentes sdo suspeitos de causar a
doenca. O SuHV-1 e o OvHV-2 podem
causar sintomas neurolégicos em suinos
(Albini et al., 2003), no entanto, durante a
revisdo de literatura para esse trabalho nédo
se encontrou relatos de infeccdes por
BoHV-5 nessa mesma espécie. De acordo
com os testes realizados nessa pesquisa,
amostras de cérebro de porcos com
suspeita de doenca de Aujeszky ou febre
catarral maligna podem ser submetidas a
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mPCR. Outros tecidos como cérebro e
sémen de ovino também sdo outras
possibilidades para o diagnadstico.

A mPCR padronizada nesse trabalho € uma
técnica Util para o diagnéstico diferencial de
enfermidades relacionadas ao sistema
nervoso central de bovinos, com a
possibilidade de utilizacdo mesmo em
material derivado de suinos e ovinos. Sua
aplicacdo no laboratério de diagnéstico
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permite um diagnéstico sensivel, especifico
e rapido.
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RESUMO

As doencas respiratorias dos suinos (DRS)
sdo um grupo de enfermidades complexas
que causam elevados prejuizos na
suinocultura. Diversos agentes infecciosos
estdo relacionados, entre eles o virus da
doenca de Aujeszky (SuHV-1), Haemophilus
parasuis (HP), Mycoplasma hypneumoniae
(MH) e Pasteurela multocida (PM). O
objetivo desse trabalho foi padronizar duas
PCRs em tempo real multiplex para a
deteccdo desses seis microorganismos.
Foram desenhados iniciadores e sondas
especificos para cada agente infeccioso
marcadas com fluoréforos que permitissem
amplificar parte especifica do genoma em
dois grupos de reagfes, um com 0s virus e
outro com as bactérias. As reagdes foram
testadas em 142 amostras de pools de
linfonodos e pulmdes de suinos com sinais
clinicos de DRS. A PCR multiplex foi capaz
de detectar 61 para HP, 29 para PM, 30
para MH e uma para SuHV-1. Foram
registrados 35 casos de coinfec¢do. As
gPCRs padronizadas nesse trabalho sé&o
ferramentas (teis na andlise de doencas do
complexo respiratério dos suinos.
Permitiram o diagnostico rapido, sensivel e
especifico de seis patdgenos associados
com grandes perdas na suinocultura.

INTRODUCAO

As doencas respiratorias dos suinos (DRS)
sdo um grupo de enfermidades complexas
que causam elevados prejuizos na
suinocultura. Entre  suas  principais
caracteristicas esta o fato de ocorrerem em
suinos de 16 a 22 semanas de idade e
causarem perda de peso, anorexia,
dispnéia, febre e tosse (Thacker, 2001). Os

agentes etiolégicos das DRS sao diversos,
podendo estar presentes em conjunto ou
separadamente. Dentre esses, é possivel
citar virus e bactérias como o virus da
doenca de Aujeszky, circovirus suino 2,
virus da sindrome reprodutiva e respiratéria
dos suinos, Mycoplasma hypneumoniae,
Haemophilus parasuis, Actinobacillus
pleuropneumoniae e Pasteurela multocida
(Chae, 2005).

O suid herpesvirus 1 (SuHV-1) é o agente
causador da doenca de Aujeszky ou
pseudorraiva e causa sinais clinicos
variados de acordo com a idade dos suinos
afetados, variando de neuroloégicos nos
animais mais jovens a respiratorios e
reprodutivos nos adultos (Kluge et al.,
1999). Trés agentes etioldgicos bacterianos
da familia Pasteurellaceae sdo de grande
importancia na suinocultura. H. parasuis
(HP), M. hypneumoniae (MH) e P. multocida
(PM) participam isoladamente ou em
conjunto das DRS, além de causar diversos
sintomas especificos. HP é conhecido como
0 agente causador da doenca de Glasser,
artrite e poliserosite suina. O aumento da
mortalidade, morbidade e incidéncia de
infeccbes em decorréncia da infeccdo por
essa tem causado preocupacao nos ultimos
anos (Rapp-Gabrielson et al., 2006).

MH é o principal agente da pneumonia
enzodtica, uma doenca respiratéria que
afeta suinos em fase de terminacéo (Sibila
et al.,, 2009). Quando a infeccdo ndo é
complicada por outros patégenos, a doenca
segue um curso subclinico com sinais
clinicos leves, tosse nao produtiva, reduzida
taxa de ganho diario de peso e reduzida
eficiéncia de conversdo alimentar. Na
presenca de patdégenos secundarios,
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ocorrem dificuldades respiratérias e pirexia,
além da possibilidade de morte (Mées et al.,
1996).

PM é outro agente bacteriano comumente
associado com as DRS. Além de provocar
rinite atréfica nos suinos, ainda pode
infectar outras espécies causando coélera
em aves e septicemia hemorragica em
bovinos (Glisson et al.,, 2003). Os tipos
capsulares A e D sdo os mais comumente
encontrados em suinos, ainda que existam
outros trés sotoripos relatados (Ewers et al.,
2006).

O diagnostico e identificagdo dessas trés
bactérias sé@o trabalhosos e se baseiam no
isolamento e bioquimica ou sorologia. O uso
prévio de antibibticos, a baixa sensibilidade
(Register e DeJdong, 2006) além de
possiveis erros nos testes bioquimicos (Da
Costa et al, 2004) sado problemas
comumente relatados que podem ser
solucionados com testes moleculares como
a PCR. Problemas semelhantes também ja
foram descritos para o diagnostico dos
agentes virais (Giammarioli et al., 2007,
Jiang et al., 2010, Fonseca Jr. et al., 2010).
Testes moleculares individuais para a
deteccdo desses agentes provaram que a
sensibilidade e especificidade, aliadas a
velocidade, sdo vantagens marcantes no
diagndstico dos agentes da DRS (Schuchert
et al., 2004; Corney et al., 2007; Angen et
al., 2007). Essas metodologias ainda podem
ser incrementadas com a utilizagdo da
técnica de PCR em tempo real que permite
um diagnéstico ainda mais sensivel e

especifico com menor risco de
contaminagdo por ndo necessitar de se abrir
tubos para a andlise dos resultados. O uso
de reacdes em multiplex rapidas e precisas
também ¢é de grande valia no diagnostico
molecular, diminuindo o0s custos e
aumentando a velocidade da execucdo dos
testes.

O objetivo desse trabalho foi padronizar
PCRs em tempo real para deteccéo
conjunta dos agentes bacterianos H.
parasuis, A. pleuropneumoniae e P.
multocida e dos agentes virais parvovirus
suino, virus da doenca de Aujeszky e
circovirus suino 2.

MATERIAL E METODOS
Desenho de Iniciadores e Sondas

Os iniciadores e sondas para a PCR foram
desenhados no programa PrimeTime gqPCR
Assay (IDT, EUA) e estdo listados na
Tabela 1. Cada sonda recebeu uma
marcacdo diferente para deteccdo da
amplificagdo. Optou-se pela utilizacdo de
uma gPCR em multiplex ara as doencgas
bacterianas (QPCR-Bac) com as seguintes
marcac¢des: FAM para HP, JOE para MH,
CY5 para PM. A marcacdo FAM foi
escolhida para deteccdo do SuHV-1. A
extracdo de DNA e presenca de inibidores
de PCR foi realizada com uma gPCR para
amplificagdo do gene da beta-actina de
acordo com protocolo descrito por Bielanski
et al. (2009) com adaptacbes para deteccdo
de DNA.

Tabela 1: Iniciadores e sondas utilizados para deteccdo dos patdgenos pesquisados nesse

trabalho

Agente infeccioso Alvo

Iniciadores

Sonda

ATCGGAAGTATTAGAATTAAGTGC

H. parasuis* infB F: CCGCTTGCCATACCCTCTT
R: CGACTTACTTGAAGCCATTCTTCTT
P. multocida KMT1 F: TTGTTTGCTCGAAATTGCTG

CCGCTTGATTCATCACGCCA

R: GTGCTTTGCTTGCCACACATTTA

M. hypneumoniae P216

F: CCATCCACTGGTATTTGATCTTTG

TGAGCAATATGATCCAAGAACCCCGC

R: AGAAATGAGTGCGGTTCCC

SuHV-1 gB

F; CTC CTG CCG CAC CTG AAG

CGGAACTCGCTGACGCACCAATCGC

R: GTC TGG AAG CGG TAG AAG CC

*Iniciadores e sonda para HP foram descritos por Turni et al., 2010.
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Otimizacao

A reacdo foi otimizada para amplificacédo
dos trés agentes em conjunto no
equipamento Rotorgene 3000 (Corbett,
Australia). A eficiéncia foi medida de acordo
com curva de diluicho com cinco pontos
com diferentes concentra¢fes de iniciadores
e sondas. Os resultados foram comparados
com as reagdes em multiplex e
separadamente para avaliacdo da
interferéncia de oligonucleotideos
adicionais.

Sensibilidade e Especificidade

O limite de deteccdo (LD) foi determinado a
partir de diluicdo seriada em triplicata do
DNA das bactérias. A menor diluicdo com
trés amplificacdes foi utilizada para
confirmagdo com vinte e uma repeticdes, o
que permite estimar 95% de confianca no
resultado.

A gPCR-Bac foi testada em vinte amostras
de pools de linfonodo e pulméo de suinos
positivos para MH, PM e HP pela técnica de
isolado. A gPCR-SuHV-1 foi testada em
uma amostra de pulm&o e dez amostras de
cérebro de suinos positivos para o SuHV-1
pela técnica de isolamento.

A especificidade diagndstica foi testada com
Mycoplasma mycoides, Mycoplasma
bovigentalis, Mycoplasma arginini,
Actinobacillus pleuropneumoniae, virus da
peste suina classica, virus da peste suina
africana, parvovirus suino, circovirus suino
2.

Amostras Clinicas

A PCR multiplex foi testada em 142
amostras clinicas de suinos com sinais
respiratérios coletadas entre 2006 e 2007. O
DNA foi extraido a partir de pools de pulméao
e linfonodos segundo metodologia descrita
por Fonseca Jr. et al. (2010).

RESULTADOS
Otimizacéo

A PCR multiplex foi otimizada para um
volume de 25 pL, divididos em 12,5 pyL do
RealQ x2 PCR Master Mix (Ampligon,
Dinamarca), 1,0 pL de MgCl, 50 mM, 2 pL
de DNA (concentracdo entre 300 e 600 ng/
pL). A  reacdo para PCR-SuHV-1
apresentou os melhores resultados com os
oligonucleotideos nas quantidades a seguir:
7,5 pmol de cada iniciador e 5 pmol de
sonda para SuHV-1. A reacdo para gPCR-
Bac apresentou os melhores resultados com
0os oligonucleotideos nas  seguintes
concentracdes: 15 pmol de cada iniciador
para HP e PM, 5 pmol de sonda para HP,
7,5 pmol de sonda para PM, 10 pmol de
cada iniciador para MH e 5 pmol de sonda.

O termociclador foi programado com as
seguintes temperaturas: 95°C por 15
minutos para desnaturacdo e ativacdo da
enzima, seguido de 45 ciclos a 95°C por 15
segundos, 58°C por 35 segundos (com
deteccdo de fluorescéncia), 72°C por 20
segundos. A eficiéncia para gPCR-SuHV-1
foi de aproximadamente 1,0 SuHV-1. Os
resultados foram menores para qPCR-Bar
com 0,90 para MH, 0,74 para PM e 0,90
para HP.

Sensibilidade e Especificidade

Os resultados para determinacdo do LD
foram diferentes para cada alvo: 80 fg para
MH, 240 fg para PM, 200 fg para HP e 10™*
TCIDsg/mL para SuHV-1. A partir das
variacbes dos limites de deteccéo,
determinou-se que amostras com Ct acima
de 42 seriam consideradas negativas.

A gPCR-Bac a qPCR-SuHV-1 amplificaram
todas as amostras positivas para seus
respectivos alvos, concordando com o
isolamento viral e bacteriano em 100% dos
resultados. Nenhuma  das reacoes
amplificou 0 genoma  de outros
microorganismos correlacionados.
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Amostras clinicas

Das 142 amostras testadas, quatro
amostras foram retiradas da analise por ndo
apresentarem amplificacdo para o gene da
beta-actina, indicando que os resultados
negativos para 0s quatro agentes
infecciosos testados ndo foram confiaveis.
Das 138 restantes, a PCR multiplex
detectou 61 positivas para HP, 30 para MH,
29 para PM, uma para SuHV-1. Foram
registrados 35 casos de coinfeccdo
ocorrendo a deteccdo de PM e HP em 14
amostras, HP e MH em 13 amostras e HP,
PM e MH em oito amostras.

DISCUSSAO

As metodologias de diagnéstico molecular
sdo de grande impacto na suinocultura. Elas
permitem o diagnéstico rapido e pratico de
muitas enfermidades sem, no entanto,
diminuir a sensibilidade e a especificidade.
Essas metodologias sdo encontradas em
diversas modalidades como PCR
convencional (Kalorey et al., 2008), nested
PCR (Fonseca Jr. 2010b) e PCR em tempo
real (Angen et al, 2007). Dentre todas
essas, aquelas técnicas que geralmente
apresentam resultados com altos indices de
sensibilidade e de especificidade sdo as de
gPCR.

A utilizag&o de diagnésticos moleculares em
multiplex permite um diagndéstico mais
rapido e pratico de doencas animais. As
gPCRs descritas nesse trabalho permitiram
detectar seis agentes de elevada
importdncia  na  suinocultura. Essas
bactérias e virus sdo reconhecidos por
causarem sinais clinicos graves e
debilitantes em suinos e podem ser
confundidos com outras enfermidades. A
presenca de mais de um tipo de agente nas
DRS é relativamente comum e pode agravar
os sinais clinicos (Kim et al., 2003).

Os resultados encontrados nesse trabalho
demonstram que a qPCR multiplex pode
auxiliar significativamente no diagndstico de
desses agentes. A padronizagdo foi
realizada criteriosamente com o Unico
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objetivo de se fornecer um diagndstico
qualitativo com alta eficiéncia. Devido a
possibilidade de coinfeccdo na DRS, as
reacbes foram  ajustadas para a
amplificagéo de trés patégenos
simultaneamente. Para tanto, a
concentracdo de cloreto de magnésio foi
aumentada significativamente para
estimular a atividade da enzima.

A eficiéncia de cada gPCR foi testada para
se verificar o comportamento das reacgdes.
Geralmente recomenda-se, nesses testes, a
utilizagcdo do DNA puro, muitas vezes com 0
amplicom inserido no plasmideo, para a
determinacdo. Nesse trabalho, preferiu-se
utilizar amostras clinicas diluidas para se
verificar o comportamento da amplificagdo
junto a interferentes. A eficiéncia se
manteve intacta mesmo em caso de
amplificagdo de mais de um agente ao
mesmo tempo (Shain e Clemens, 2008). A
gPCR-Bac nao obteve bons resultados nos
testes de eficiéncia, no entanto esse
resultado ndo teve impacto nos testes
qualitativos.

Os resultados clinicos mostraram um
elevado niumero de amostras com resultado
positivo para MH, HP e PM, no entanto
apenas uma para SuHV-1. Existem poucos
estudos sobre a prevaléncia de HP na
suinocultura  brasileira, porém  outros
trabalhos citam um elevado numero de
amostras com infecgdo por essa bactéria
(McInnes et al., 2008). O elevado numero
de resultados positivos para PM ja era
esperado devido ao fato de ser comumente
encontrada em suinos, mesmo naqueles
sadios, e estar associada com doencas
respiratérias (De Alwis et al., 1990). O Unico
resultado positivo para SuHV-1 ocorreu em
uma amostra proveniente de um foco para
doenca de Aujeszky confirmado pelo
Ministério da Agricultura pela técnica de
isolamento viral.

As gPCRs padronizadas nesse trabalho sé&o
ferramentas Uteis na andlise de doengas do
complexo respiratorio dos suinos.
Permitiram o diagnostico rapido, sensivel e
especifico de seis patégenos associados
com grandes perdas na suinocultura.



Parte 3: PADRONIZAGCAO DE
FERRAMENTAS MOLECULARES
PARA EPIDEMIOLOGIA DO VIiRUS DA
DOENCA DE AUJESZKY

A terceira parte dessa tese se desenvolve a
partir de um dnico tema, a epidemiologia
molecular do virus. Os trés trabalhos
descritos a seguir discutem as vantagens e
problemas da utilizagdo das técnicas
moleculares para se entender os padrdes
de disseminacéo da enfermidade.

O primeiro trabalho, apresentado no
Capitulo 6, descreve um método mais
rapido e pratico para a genotipagem por
restricdo enziméatica. A técnica padréo utiliza
era trabalhosa e dependia muito de elevada
quantidade de DNA para resultados
confidveis, além de um processo de
eletroforese demorado e sujeito a erros. A
PCR multiplex descrita nessa tese permite
detectar as principais regides responsaveis
pela genotipagem do SuHV-1. O processo
de amplificacdo elimina as dificuldades de
se genotipar o virus a partir pequena
quantidade de DNA presentes no tecido de
animais infectados.

Os dois capitulos seguintes estéo ligados a
analise filogenética a partir do
sequenciamento parcial ou total de genes
do SuHV-1. O Capitulo 7 descreve a
necessidade da definicho de modelos
evolutivos para melhor aproveitamento das
sequéncias. Sequéncias de isolados de
diversas partes do mundo disponiveis no
GenBank sado utilizadas para a construcéo
de uma arvore filogenética. O estudo de
diferentes métodos permitiu definir a
méxima  verossimilhanca e  andlise
bayesiana como os melhores. O dltimo foi
escolhido para analise mais ampla dos
dados.

O Capitulo 8 busca encontrar novos
métodos para caracterizagdo molecular do
SuHV-1. Trabalhou-se com novas
ferramentas de filodinAmica como redes
filogenéticas e comparagdo de multiplos
genes. As arvores filogenéticas
reconstruidas foram semelhantes, no
entanto com alguns detalhes significantes
na interpretacdo dos resultados. Ainda
estuda-se nesse capitulo as diferentes
estirpes do SuHV-1 de acordo com o local
ou espécie da qual foram isoladas.
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RESUMO

O suid herpesvirus 1 (SuHV-1) é o agente
etiolégico da doenca de Aujeszky, também
conhecida como  pseudorraiva, uma
enfermidade de grande impacto na
suinocultura internacional. Esse agente
infecioso apresenta apenas um sorotipo,
mas por andlise de restricdo enzimética do
genoma completo, foi classificado em quatro
genotipos denominados |, I, Il e IV. O
objetivo desse trabalho foi padronizar um
método rapido para genotipagem do SuHV-
1 sem a necessidade de isolamento do
virus. O genoma completo do virus foi
submetido a andlise in silico de restricao
enzimatica. Foram desenhados iniciadores
para flanquear os principais pontos de
diferenciagdo dos gendtipos. As PCRs
padronizadas foram capazes de identificar
isolados e, ainda, de realizar a diferenciacao
dos gendtipos a partir de amostras clinicas
de cérebro de suinos infectados. PCR-
BamHI é um método réapido, pratico e
sensivel para genotipagem do SuHV-1.

INTRODUCAO

O suid herpesvirus (SuHV-1) é o agente
etiolégico da doenca de Aujeszky, também
conhecida como  pseudorraiva, uma
enfermidade de grande impacto na
suinocultura internacional. A importancia
dos danos causados devido a infecgdo por
esse microrganismo torna obrigatéria a
notificacdo de qualquer foco a Organizacao
Mundial para Saide Animal (OIE, 2009). O

SuHV-1 pertence a familia Herpesviridae,
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sub-familia  Alphaherpesvirinae,
Varicelovirus (Fauquet et al., 2005).

género

O SuHV-1 néo é diferenciado por métodos
sorolégicos, sendo mais comum a utilizagéo
de endonucleases de restricdo
(Christensen, 1995). As técnicas se
baseiam na digestdo do DNA gendmico ou
parte deste para estudos epidemiol6gicos e
genotipagem. Isolados britanicos foram
discriminados por amplificacdo de um
fragmento longo do gene da glicoproteina D
e posterior digestdo por BamHI (Banks,
1993). Em outro estudo, um algoritmo
guantitativo foi desenvolvido para estimar a
similaridade de isolados e amostras vacinais
a partir das bandas geradas no gel apés
restricdo enzimatica do DNA viral (Weigel &
Scherba, 1997). Apesar desses exemplos, 0
principal método de caracterizacdo do
SuHV-1 ainda é a digestdo do genoma
completo do virus pela enzima BamHI. Essa
metodologia foi utilizada por diversos
autores para caracterizar isolados
(Christensen, 1987; Christensen, 1988;
Nishimori et al., 1987, Yamada et al., 1992;
Christensen, 1995; Piatti et al., 2001; Salwa,
2004; Silva et al.,, 2005; Schaeffer et al.,
2006; Mdiller et al., 2010).

A analise de polimorfismos de fragmentos
de restricdo com a enzima BamHI| (RFLP-
BamHI) foi capaz de dividir o SuHV-1 em
guatro gendtipos. Os gendtipos | e |l estao
distribuidos mundialmente e os gendtipos i
e IV esteveram restrito a Dinamarca e
Taildndia, ndo foram mais relatados
(Christensen, 1995). Os estudos realizados



no Brasil demonstraram que o gendétipo I
prevalece entre os isolados, no entanto,
também existem amostras com
caracteristicas do gen6tipo | (Piatti et al.,
2001; Silva et al., 2005; Schaefer et al.,
2006).

O RFLP-BamHI tem como principais
desvantagens a necessidade de isolamento
do virus e o tempo longo de eletroforese.
Algumas variac6es da metodologia exigem
instrumentos como ultracentrifugas para
separacdo adequada do DNA viral do DNA
celular (Schaeffer et al., 2006). A pouca
quantidade de DNA viral ou a auséncia de
instalagbes que permitam isolamento dos
virus também causam problemas na
implantag&o da técnica (Muller et al., 2010).

O objetivo desse trabalho é padronizar uma
técnica de PCR que permita caracterizagdo
do SuHV-1 sem a necessidade de
isolamento viral, equipamentos especificos
ou tempos prolongados de eletroforese.

MATERIAL E METODOS
Desenho dos Iniciadores

Os iniciadores foram desenhados com base
na restricdo do genoma completo do SuHV-
1 disponivel no GenBank (BK001744, Klupp
et al., 2004) no programa WebCutter
(http://rna.lundberg.qu.se/cutter2/). Os sitios
de restricdo encontrados foram comparados
com o0s mapas descritos por Christensen
(1995) para os genotipos |, Il e Ill. Devido a
auséncia de informag8es para o genotipo 1V
e o fato de ndo ser mais relatado, seus
pontos d erestricdo ndo foram incluidos na
analise. Apds a deteccdo das melhores
regides, as sequéncias foram submetidas
ao programa Pimer3Plus (Untergasser et
al., 2007). O tamanho dos amplicons foi

escolhido de acordo com os fragmentos de
restricdo e a possibilidade de utilizacdo dos
mesmos em uma PCR multiplex.

Amostras

Onze isolados brasileiros de SuHV-1
(previamente caracterizados por Piatti et al.,
2001; Silva et al., 2005; Fonseca Jr. et al.,
2010a), a amostra vacinal Bartha, amostra
padrao Shope e o isolado atenuado NIA-4
foram utilizados para a padronizacdo da
PCR (Tabela 1). Todas essas amostras
foram multiplicadas em células de rim de
suino (pk15) antes da extracdo do DNA.

Vinte amostras clinicas positivas e 10
amostras negativas para SuHV-1
previamente diagnosticadas (Fonseca Jr. et
al., 2010b, Fonseca Jr. et al, 2010c)
provenientes de focos do estado de Santa
Catarina no periodo entre 2002 e 2003
foram utlizadas para padronizacdo da
técnica em tecido animal com o objetivo de
se determinar a sensibilidade,
especificidade e a interferéncia da matriz na
reacao.

O DNA total foi extraido através do kit
comercial  Wizard®  Genomic  DNA
Purification (Promega, EUA) e armazenado
a -20°C para posterior genotipagem.

Padronizacéo da PCR

As reacdes foram padronizadas com testes
de acordo com temperatura de anelamento,
concentracdo dos reagentes (iniciadores,
DNA polimerase, MgCl,) e tempo de cada
estagio nos ciclos. Os primeiros testes
foram realizados com os iniciadores
separados para posterior aplicagdo em
multiplex.
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Tabela 1: Amostras do SuHV-1 utilizadas nesse trabalho

Isolado Origem Genétipo
Shope ATCC I
Bartha EMBRAPA I
NIA-4 Irlanda do Norte |
031 Parana - Brasil |
673 Parana - Brasil |
936 Parana - Brasil I
PIAU Minas Gerais - Brasil |
F3356 Santa Catarina - Brasil I
F3303 Parana - Brasil I
F3293 Santa Catarina - Brasil 1]
F3380 Santa Catarina - Brasil 1]
F3319 Santa Catarina - Brasil 1]
EVI011/03 Rio Grande do Sul - Brasil 1]
RESULTADOS importantes para a diferenciacdo dos

Desenho dos Iniciadores

Os iniciadores escolhidos para a PCR

abordam nove sitios de restricdo (Tabela 2).
As regides delimitadas pelos iniciadores
BamHI-1-738 e BamHI-4-357 séo

Tabela 2: Iniciadores utilizados nesse trabalho

gendtipos. O gendtipo Il ndo possui sitio de
restricio em BamHI-1-738 e o gendtipo lIl,
em BamHI-4-357 (Tabela 3). Essas mesmas
regides oferecem a oportunidade de
subtipagem com enzimas como BstEIl que
tem um sitio de restricdo em BamHI-4-357
no subtipo Is.

Iniciador Sequéncia Posicéo* Amplicom Gene
BamHI-1-738-F TACCAGATCGGTTGATGTGC 1227-1246
BamHI-1-738-R AACAGGAGCGTCTCCGAGTA 1945-1964 738 uLse
BamHI-3-256-F GTAGGCCGCGTAGAACTGC 37671-37689
BamHI-3-256-R GCGCATCGAGAGCAAGTA 37909-37926 256 VL3
BamH|-4-357-F GAGCAGCATGATCGTCGTC 55372-553%0 UL44,
BamHI-4-357-R TTCGTCTCGCAGATGATGTC 55709-55728 7 e
BamHI-6/7-637-F GAGTCCAAGGACATGGAGGA 62380-62399
BamHI-6/7-637-R GTCTCACACACAACCGGGTA 62997-63016 037 —
BamHI-16/17-799-F  GAGATGCACCTGATCGACCT 119085-119104
BamHI-16/17-799-R  AAGACGAGCACGACGATGTA 119883-119864 798 US3, Us4
BamHI-19/20-519-F CGCCGTTCTACATCACCAC 126073-126091
BamHI-19/20-519-R  ATCCTGCCGTCTAGGAGATG 126572-126591 o9 Us2

* Sequéncia de referéncia, genoma completo do SuHV-1 (Acesso GenBank: BK001744)
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Tabela 3: Quantidade de sitios de restricdo para cada amplicom nos gendétipos |, 1l e Ill de

SuHV-1

Iniciador IQuantldade de Sitios ﬂe Restricdo -
BamHI-1-738-F
BamHI-1-738-R 1 0 1
BamHI-3-256-F
BamHI-3-256-R 1 ! 1
BamHI-4-357-F
BamHI-4-357-R 1 ! 0
BamHI-6/7-637-F 2 5 2
BamHI-6/7-637-R
BamHI-16/17-799-F 2 5 2
BamHI-16/17-799-R
BamHI-19/20-519-F 5 > >

BamHI-19/20-519-R

Padronizacéo da PCR

As PCRs foram padronizadas em multiplex
com dois conjuntos de iniciadores. O Mix 1
continha BamHI-1-738, BamHI-3-256 e
BamHI-19/20 e o Mix 2 BamHI-4-357,
BamHI-6/7-637, @ BamHI-16/17-799. As
reacbes de 20 uL foram padronizadas com
as seguintes concentracdes dos reagentes:
10 pmol de cada iniciador, 4 pL de Tampéao
GoTaq Green 5x (PROMEGA, EUA), MgCI2
2.0 mmol/L, 6% de DMSO, DNTP 300
pmol/L (Invitrogen, Estados Unidos), 3 U
GoTaq Hotstart (PROMEGA, EUA). As
condi¢cbes utilizadas para ambas as PCR
foram as seguintes: um estagio de
desnaturacéo a 95°C por 5 min, 35 ciclos a
95°C por 50 seg, 60°C por 50 seg, 72°C por
1 min e um estégio final de extenséo a 72°C
por 7 min.

A restricdo enzimética foi realizada
conforme as instrugbes do fabricante (New
England Biolabs, EUA). Os géis foram

analisados em gel de agarose a 2,5%
corado com brometo de etideo apés uma
hora de corrida.

Amostras

Todas as amostras de isolados previamente
caracterizadas em  outros trabalhos
apresentaram os perfis de restricdo
esperados (Fig. 1). As amostras clinicas
negativas para SuHV-1 ndo apresentaram
bandas.

Entre as vinte amostras clinicas, dezessete
amplificaram normalmente e trés delas

necessitaram de adicdo de maior
quantidade de DNA para melhor
visualizagdo dos resultados. Todas

apresentam o perfil de restricdo do gendtipo
Il do SuHV-1.
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Figura 1: Perfis de restricdo enzimética por BamHI para amostras de isolados e amostras
clinicas de SuHV-1. A: mix A and B: mix B. As amostras foram selecionadas como exemplos.
Gendtipo | (canaletas 4 a 6) e gendtipo Il foram diferenciados utilizando-se o mix A. Canaletas:
1 — marcador de tamanho molecular, 2 — amostra Shope Shope (sem restricdo renzimética), 3
— amostra clinica (sem restricdo renzimatica), 4 — amostra padrdo Shope, 5 - isolado 936, 6 —
isolado NIA-4, 7 — isolado 3319, 8 - isolado 3370, 9 a 11 — amostras clinicas.

DISCUSSAO

O RFLP-BamHI é um dos mais tradicionais
métodos de genotipagem dos isolados.
Mesmo com a utilizagdo de sequenciamento
para arvores filogenéticas (Fonseca Jr. et
al., 2010a; Mdiller et al., 2010), a técnica de
restricdo ainda é importante para
genotipagem do SuHV-1. Seus maiores
problemas estdo na utilizagdo de
equipamentos como ultracentrifugas,
necessidade de isolamento do virus ou
eletroforese com mais de oito horas de
duracdo e sob temperatura controlada. A
PCR-BamHI| desenvolvida nesse trabalho
permite a analise de sitios de restricdo sem
a necessidade de qualquer equipamento
gue ndo sejam os basicos de um laboratorio
de biologia molecular.

Os principais pontos de restricdo para
identificacdo dos trés gendtipos estdo
presentes nos amplicoms, sendo
claramente diferenciados pelo mix A. Ainda
existe a possibilidade de restricdo por outras
enzimas como BstEIll para subtipagem ou a
andlise de pontos comuns de recombinacdo
pelo mix B. As reacBes podem partir de
virus isolados ou de material clinico sem
gue bandas inespecificas atrapalhem a
interpretacdo dos resultados. Dentre as
amostras clinicas testadas, somente trés
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nao foram positivas na PCR-BamHI. Essas
apresentaram altos valores de Ct no
diagndstico por PCR em tempo real (dados
nao publicados), o que indica a baixa
quantidade de DNA viral. Esse problema foi
faciimente corrigido com adicdo de mais
DNA na reacdo. Essa solugdo ndo seria
possivel com o RFLP-BamHI, fato ja
relatado anteriormente (Muller et al., 2010).

A PCR-BamHI foi inicialmente padronizada
com o0 conjunto dos seis pares de
iniciadores em uma so reagéo, no entanto, a
visualizag&o ideal dos resultados sé podia
ser feita depois de duas horas de
eletroforese. A utilizacdo de dois mixes
permite uma visualizagdo mais simples dos
resultados.

A PCR seguida de restrigcdo enzimatica ja foi
utiizada em outros virus da familia
Herpesviridae como herpesvirus bovino 1, 2
e 5 (De-Giuli et al., 2002), herpesvirus
simplex 1 (Herrera-Martinez et al., 2005),
varicella-zoster virus (Loparev et al., 2007) e
citomegalovirus humano (Sowmya e
Madhavan, 2010). S&o técnicas simples e
de féacil implantacdo em laboratérios de
biologia molecular e importantes em
estudos epidemioldgicos.



A genotipagem do SuHV-1 permite entender
melhor sua epidemiologia, e, portanto,
melhor estudar os impactos causados por
esse agente infeccioso ou até evitar os
mesmos. As técnicas moleculares ja foram
utilizadas para se verificar a introdugédo de
novos genétipos em um pais (Christensen e
Soerensen, 1988), a caracterizacdo de
isolados como derivados de amostras
vacinas (Chrisntesen et al.,, 1992) e até
isolados provenientes animais selvagens
como javalis (Mdller et al., 2010). PCR-
BamHI é um método rapido e pratico de

genotipagem que permitira comparar 0s
resultados com dados publicados nos
ultimos vinte e cinco anos, desde o inicio da
utilizacdo da RFLP-BamHI.
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RESUMO

O herpesvirus suideo 1 (SuHV-1) é o
agente causador da pseudoraiva, também
conhecida como doencga de Aujeszky, uma
enfermidade de alta relevancia na
suinocultura tanto pelos elevados prejuizos
que causa na cadeia produtiva quanto por
barreiras sanitarias. O objetivo desse
trabalho é determinar um método para
genotipagem do SuHV-1 a partir de
sequéncias parciais do gene codificante da
glicoproteina C e as provaveis razdes das
variabilidade da regido. As sequéncias
coletadas no GenBank foram divididas em
cinco grandes grupos apés a reconstrugcao
da filogenia pelo método bayesiano. A
porcdo seqlenciada esta sobre forte
pressdo seletiva em diversos pontos que
coincidem com regides de desordem
protéica.

INTRODUCAO

O Suid Herpesvirus 1 (SuHV-1) é o agente
causador da doenca de Aujeszky (DA),
também conhecida como pseudorraiva
(PR), uma enfermidade de alta relevancia
na suinocultura tanto pelos elevados
prejuizos que causa na cadeia produtiva
quanto por barreiras sanitarias. A PR esta
listada entre as principais enfermidades de
suinos no Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals da
Organizagdo Mundial de Saude Animal
(OIE, 2009) O SuHV-1 é um membro da
familia Herpesviridae, subfamilia
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Alphaherpesvirinae e possui apenas um
sorotipo. O hospedeiro natural desse virus é
0 porco, no entanto, ele ainda pode infectar
outros animais domésticos como cées e
bovinos, nos quais causa encefalite e
apresenta quase 100% de letalidade
(Mettenleiter et al., 2000).

O SuHV-1 ndo pode ser classificado
sorologicamente, porém existem diferentes
gendtipos do SuHV-1 identificados pela
andlise por endonucleases de restricdo. O
principal método de genotipagem é
realizado por método andlise de
polimorfismos de fragmentos de restricdo
(RFLP) com a enzima BamHI, sendo capaz
de separar 0 SUHV-1 em quatro genétipos e
cerca de 11 sub-tipos. Os genétipos | e Il
estdo distribuidos mundialmente e os
gendtipos Il e IV estiveram restritos a
Dinamarca e Tailandia, respectivamente, e
ndo foram mais relatados (Christensen,
1995).

Ainda que a genotipagem por RFLP seja
utilizada, trabalhos mais recentes realizados
no Brasil, Estados Unidos e Europa
caracterizaram molecularmente o SuHV-1
baseando-se no sequenciamento parcial da
UL44, mais precisamente da porcdo
codificante da regio N-terminal da
glicoproteina C (Goldberg et al., 2001;
Fonseca Jr. et al., 2010, Muller et al., 2010;
Hahn et al, 2010). Essas pesquisas
encontraram um alto grau de conservacdo
entre as sequéncias e ndo indicaram uma
correlacdo entre a localizacdo e os grupos



formados nas arvores filogenéticas. Outra
caracteristica comum, é que a maioria dos
trabalhos esta restrita ao estudo de grupos
e variagdo genética em territdrios
especificos.

A epidemiologia molecular é uma
ferramenta fundamental para a
compreensao da epidemiologia do virus. Foi
utilizada para andlise de focos em éareas de
elevada producéo de suinos ocorridos entre
1983 e 2003 no Brasil (Fonseca Jr. et al.,
2010) e em 1989 nos Estados Unidos
(Goldberg et al., 2001). Outra analise
relevante é o perfil genético das estirpes
circulantes em javalis ou porcos selvagens
(Mller et al., 2010, Hahan et al., 2010). Os
trabalhos realizados nos Estados Unidos
também pesquisaram a possibilidade de
difusdo de amostras vacinais em suinos
selvagens (Hahan et al., 2010).

Essas importantes analises ainda podem
trabalhar com outras ferramentas para
melhor aproveitamento dos dados. O
método de Neighbor-Joining (NJ) foi
utilizado para a construgdo das arvores em
todos os trabalhos, no entanto, apesar da
rapidez com que processa as informacdes,
tem certas limitacdes como a perda das
informacdes por comprimir as sequéncias
em distancia e dificuldade de se encontrar
valores de distancia confiaveis quando
existem sequéncias muito divergentes
(Saitou e Nei, 1987). Houve também pouco
aproveitamento das sequéncias atuais
disponiveis no GenBank assim como
pesquisas sobre 0s poliformismos
encontrados.

O objetivo desse trabalho é analisar os
dados de sequéncias de isolados de SuHV-
1 de diversas partes do mundo e
compreender a origem de suas mutacdes a
partir de ferramentas de bioinforméatica.

MATERIAL E METODOS
Sequéncias
Foram coletadas sequéncias parciais ou

completas da UL44 no GenBank. Todas as
sequéncias foram analisadas em trabalhos

anteriores (Goldberg et al., 2001; Fonseca
Jr. et al., 2010, Mdller et al., 2010; Hahn et
al., 2010), com excecdo das sequéncias
provenientes da China, Coréia do Sul e
Malasia. Além dessas, foram adicionadas
sequéncias de mais 12 amostras de SuHV-1
de focos ocorridos entre 2002 e 2003 no
Estado de Santa Catarina no Brasil. Todas
foram sequenciadas conforme os trabalhos
anteriormente citados.

As 106 sequéncias foram nomeadas
conforme o nome do isolado no GenBank,
seguido de um codigo de trés letras para
identificacdo do pais: Alemanha (GER),
Brasil (BRA), China (CHI), Coréia do Norte
(SKO), Eslovaquia (SLK), Espanha (ESP),
Estados Unidos (USA), Japdo (JAP),
Hungria (HUN), Irlanda do Norte (NIR),
Malasia (MAL). Além dessas, estédo
presentes duas sequéncias da amostra
vacinal Bartha, uma proveniente do Brasil e
outra da China.

Reconstrucdo Filogenética

As sequéncias agrupadas foram submetidas
a trés programas para reconstrucdo das
arvores filogenéticas. O programa MEGA
4.0 foi utilizado para reconstruir a filogenia
por Neighbor Joining (modelo Maximum
Composite Likelihood) com 1000 réplicas de
bootstrap (Tamura et al., 2007). A escolha
do melhor modelo para a reconstrucéo das
arvores foi realiza no programa jModelTest,
sendo o modelo escolhido TnR93 com
distribuicho gamma, seis categorias e
otimizacdo das frequéncias de substituicdo
(Posada, 2010).

Apos a escolha do modelo, a reconstrucdo
da filogenia a partir do método de Maximum
Likelihood (ML) foi realizada a partir do
programa Seaview (Gouy et al., 2010).
Parametros gerados no ModelTest também
foram incluidos no programa MrBayes para
se gerar as arvores a partir do método
bayesiano (BA) (Huelsenbeck e Ronquist,
2001).
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Reconstrucdo da Epidemiologia Molecular
de Amostras Brasileiras

Além da reconstrugcdo das arvores acima,
outro tipo de andlise foi realizada. As
amostras brasileiras foram escolhidas para
se tracar o histérico da entrada do SuHV-1
no pais. A escolha se deu devido ao maior
conhecimento do nosso grupo sobre os
isolados e a histdria da DA no Brasil. Todas
as amostras brasileiras, além de sequéncias
de isolados de cada grupo identificado nos
testes anteriores foram submetidas ao
programa Beast com os modelos definidos
pelo jModelTest (Drummond e Rambaut,
2007).

Andlise das Mutacdes da Sequéncia de
Aminoécido

Duas analises foram realizadas para se
examinar a evolugdo das sequéncias
traduzidas. Grupos de sequéncias foram
submetidas ao programa Selecton para
analise de pressfes seletivas (Stern et al.,
2007). A analise dos codons foi realizada no
programa Tracer (Drummond e Rambaut,
2007).

A sequéncia padrdo de gC disponivel no
GenBank foi submetida ao programa
PONDR VL3 (Radivojac et al., 2003) e
PONDR VL-XT (Li et al., 1999), Foldindex
(Prilusky et al., 2005), GloPIlot (Linding et al.,
2003) e RONN (Yang et al., 2005) para
analise das regides de desordem protéica.
As sequéncias estudadas nesse trabalho
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foram entdo alinhadas para se verificar a
incidéncia das mutacdes nas regibes de
desordem.

RESULTADOS
Reconstrucao Filogenética

Os resultados das analises filogenéticas
apresentaram discrepéncias principalmente
guanto as amostras mais distantes (Figuras
1, 2 e 3). Algumas amostras orientais
apresentaram-se mais distantes,
praticamente como a raiz da arvore ao se
utilizar em NJ, no entanto posicionaram-se
préximas a um grupo de isolados europeus
em ML e BA. Outra posicao peculiar foi a de
IB341BRA, semelhante em NJ e BA, porém
diferente em ML. Duas sequéncias da
amostra vacinal Bartha, BarthaBRA e
BarthaCHI, agruparam-se em posi¢ces
muito distantes. A primeira manteve-se junto
a um grupo de amostras européias e a
segunda juntamente com  amostras
chinesas.

As analises por ML e BA formaram cinco
grandes grupos suportados por altos valores
de bootstrap e credibilidade (Fig. 1). Os
mesmos ndo foram tdo nitidamente visiveis
em NJ. Os grupos foram nomeados como A,
B, C, D e E sendo caracterizados
principalmente por um hospot entre os
residuos 184 e 195. As sequéncias
originarias de virus isolados na Europa
foram distribuidas em todos os grupos.



Figura 1: Arvore filogenética reconstruida a partir do método bayesiano. Os resultados indicam
a distribuicdo das amostras em cinco grandes grupos denominados A, B, C, D e E com altos
valores estatisticos que suportam essa classificacao.
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Figura 2: Arvore filogenética do SuHV-1 gerada a partir de sequéncias parciais do gene ul44
com o método de Neighbor-Joining no programa MEGA 4.0.
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Figura 3: Arvore filogenética do SuHV-1 gerada a partir de sequéncias parciais do gene ul44
com o método de Maxima Verosimilhanga no programa Seaview.
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Figura 4: Arvore filogenética do SuHV-1 gerada a partir de sequéncias parciais do gene ul44
com o método bayesiano no programa Mr. Bayes.

Reconstru¢do da Epidemiologia Molecular
de Amostras Brasileiras

Os resultados das pesquisas com as
amostras brasileiras permitiram estimar o
tempo de divergéncia em anos em relacéo
aos outros paises. A distancia calculada
entre o Ultimo ancestral comum entre os
isolados do grupo de maior prevaléncia no
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Brasil (D) e um isolado europeu mais
recente (614BWGER2008) foi de cerca de
cem anos (Fig. 5). Outras amostras
brasileiras localizadas no grupo B e isoladas
na década de 80 ocorrem a partir de uma
segunda introducao no Brasil, 0 que se nota
pelo grau de divergéncia e a distancia de
cerca de quatrocentos anos entre o Ultimo
ancestral comum dos grupos B e D.
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Figura 5: Arvore distancia por anos. Os valores nos nos da arvore representam a distancia em
anos em relagdo & amostra mais recente, 614BWGER, isolada em 2008.

Andlise das Mutacdes da Sequéncia de
Aminoécido

As analises geradas pelos programas
Selecton e Tracer indicam que a regido esta
sobre pressdo seletiva positiva. Os
resultados primeiro demonstraram 0s
principais pontos de pressdo positiva,
purificadora ou neutra (Fig. 6). A analise dos
cédons com Tracer indicam um alto grau de

mutagBes no  segundo  nucleotideo,

confirmando os resultados.

Todos os programas usados na analise de
predicdo de desordem indicaram alto grau
de desordem protéica na por¢cao N-terminal
de gC. A maior parte das mutacdes
encontradas nessa regido estava em areas
indicadas como desordenadas por PONDR
VL3. PONDR VLTX e RONN (Figura 7).
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Figura 6: Resultados do programa Selecton para a regido N-terminal de gC. As cores na escala
indicam os pontos de pressao seletiva positiva, neutra ou purificadora. Os valores para pressao
seletiva neutra ndo estdo destacados sendo considerados por volta de 4. Os sitios de N-
glicosilagdo estdo marcados com linhas soélidas e os HBDs com linhas tracejadas. Essas
regides foram cosnideradas altamente conservadas com substituicbes de aminoacidos
encontradas apenas no grupo E. O hot spot localizado entre os residuos 175 e 185 sao
aparsentados como uma regido sob pressao seletiva positiva.
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Figura 7: Regibes de desordem protéica

detectadas nos programas RONN, GlobProt,

FoldINdex, VL3 e VLTX na por¢do N-terminal da glicoproteina C do SuHV-1. A figura apresenta
o alinhamento de sequéncias dos principais grupos de SuHV-1 de acordo com as arvores
filogenéticas geradas no capitulo 7. As regides tracejadas apds os nomes dos programas
demonstram os pontos de desordem protéica. A sequéncia padrdo Shope foi utilizada como
referéncia no alinhamento. Toodos os pontos abaixo de cada coluna representam aminiacidos
idénticos nas outras sequéncias. Quando ha diferencas entre os aminacidos em determinada
coluna ou a auséncia ou inser¢do de outros, representa-se pelos simbolos padronizados na

bioinformatica.

DISCUSSAO

A andlise comparativa de sequéncias é uma
ferramenta de elevada importdncia na
microbiologia. Suas aplicagcbes podem
fornecer desde dados sobre funcdo de
genes e proteinas a relacdes filogenéticas
entre microrganismos. Uma das ferramentas
utilizadas nessa area é a aplicagdo da
comparacdo de sequéncias para se
determinar a epidemiologia molecular dos
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microrganismos. Esses trabalhos j& foram
realizadas tanto na medicina humana com
virus como varicella-zoster virus (Wagenaar
et al., 2003), virus da dengue (Schreiber et
al., 2009) quanto na medicina veterinaria
com virus da leucemia bovina (Camargos et
al., 2007) e herpesvirus bovino 1 e 5
(Esteves et al., 2008). As pesquisas com 0
SuHV-1 foram (teis para o entendimento da
epidemiologia do virus tanto nos focos em



animais de producdo quanto em animais
selvagens.

Publicacdes mais recentes utilizaram NJ
para reconstrucdes da arvore a partir de
amostras muito filogeneticamente proximas.
Talvez esse ndo seja, entretanto, o melhor
método a ser utilizado nesse tipo de estudo
como indicam os resultados encontrados
nesse trabalho. A &rvore reconstruida em
NJ ndo conseguiu separar 0os grupos B e D,
além de posiciona-los em locais diferentes
daqueles observados nos métodos ML e
BA. Essas caracteristicas podem estar
relacionadas com o alto grau de
divergéncia, no primeiro caso, e a alta
similaridade, no segundo. As mais provaveis
explicagbes sdo a dificuldade de NJ em
estimar distancias confiaveis para
sequéncias muito divergentes e a perda de
informacdes ao comprimir as sequéncias
em distancia (Holder e Lewis, 2003).

ML e BA apresentaram arvores mais
semelhantes e com a divisdo em cinco
grupos distintos com altos valores de
confianca. BA foi escolhido aqui como
referéncia para as andlises devido aos altos
valores de credibilidade e a versatilidade do
método ao permitir andlises mais
aprofundadas. Esse mesmo método
também ja foi utilizado para a definicdo de
genodtipos em outros virus como virus da
leucemia bovina (Rodriguez et al., 2009) e
virus da febre amarela (de Souza et al.,
2010)

Os grupos ndo apresentaram distribuicdo
por regido ou pais. Tais agrupamentos séo,
no entanto, resultados consistentes e as
discrepancias nas localizagbes  das
amostras podem ser tomadas como
evidéncias de diferentes introducfes do
SuHV-1 em um pais ou regido. As
sequéncias norte-americanas agruparam-se
em somente um grupo, desde a de
isolamento mais antigo Indiana até as mais
recentes (Golberg et al., 2001). As amostras
européias apareceram em todos 0s grupos.
A alta divergéncia talvez se deva a uma
presenca mais antiga do virus nesse
continente do que nos outros locais. As
sequéncias do leste europeu apresentaram
0 mesmo resultado com a amostra padrédo

Shope, isolada na Hungria em 1942, no
grupo B juntamente com isolados hungaros
e eslovaquios mais recentes. Um terceiro
exemplo desse perfil € o das amostras
brasileiras com o isolado mais antigo (Nova
Prata, 1954) ainda no mesmo grupo
predominante e  epidemiologicamente
relacionado (Fonseca Jr. et al., 2010).

Devido ao alto grau de conservacdo do
virus, amostras isoladas em anos préximos
tendem a ser filogeneticamente muito
préximas ou ter sequéncias idénticas, como
ocorreu nos agrupamentos formados na
Espanha e no Brasil. Distancias
filogeneticamente maiores sugerem novas
introdugdes do virus na regi@o ou focos nédo
relacionados. A definicho de grupos
genéticos e o melhor aproveitamento das
informacdes pelo BA é importante para
caracterizagcdo do virus e como ferramenta
auxiliar na epidemiologia do SuHV-1.

Dentre o0s agrupamentos relacionados,
percebe-se uma caracteristica incomum no
grupo D. Localizam-se ali isolados de vacas
e cées dos Estados Unidos, Brasil, Franca e
Alemanha. Apesar de isolados desses
animais ndo se agruparem exclusivamente
em D, é nteressante notar o0
comportamento dessas sequéncias na
construcdo de todas as arvores e o fato de
elas serem destacadas na discussdo dos
artigos em que sao caracterizadas (Golberg
et al., 2001, Hahn et al., 2010, Muller et al.,
2010). Dentre as caracteristicas peculiares
encontradas nesses trabalhos, destacam-se
algumas. O isolado norte-americano 8044
pode estar relacionado com uma amostra
vacinal (Hahan et al., 2010). O isolado
francés 527 tem caracteristicas genémicas
dos gendtipos | e Il de acordo com o peffil
de restricdo enzimatica do genoma
completo por BamHI (Mdller et al., 2010), o
gue é sugestivo de recombinagdo, fato
também ocorrido com a amostra japonesa
Yamagata S81 (Christensen, 1995).

Golberg et al. (2001) sugere que as
caracteristicas de amostras posicionadas
como do grupo D nesse trabalho seriam
adaptacdes de hospedeiro. Trabalhos com
outros  herpesvirus ndo conseguiram
encontrar mutacBes  especificas de
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transmissdo entre espécies (Pagamjav et
al., 2007). As proprias caracteristicas do
SuHV-1 ao infectar cdes e vacas nao
sugerem essas adaptagBes devido ao fato
de serem hospedeiros terminais em
processo de infeccdo rapido e quase
sempre fatal. Essas caracteristicas, aliadas
a evolucéo lenta do virus, indicam que o
grupo D é formado por amostras atipicas,
porém que ndo sdo frutos de adaptacdo a
um hospedeiro.

Quase todas as amostras brasileiras
isoladas entre 1954 e 2003, antes da
implantag&do dos planos de erradicagédo, na
principal area produtora de suinos do pais
foram localizadas no grupo D. Os resultados
das analises sdo indicativo de um efeito
fundador, em que uma estirpe atipica do
SuHV-1 teria divergido das estirpes
européias ha cerca de cem anos e se
disseminado pelo Brasil. Os primeiros
relatos da DA no pais datam de 1908-1912
nessa mesma area, concordando com as
pesquisas realizadas nesse trabalho. Esses
resultados ndo indicam que esse tenha sido
o primeiro foco da enfermidade no Brasil,
mas gue o ancestral comum mais recente
detectado pela andlise tenha existido por
volta dessa data (KUhnert et al., 2011). Esse
periodo também coincide com o auge das
imigracbes européias para o sul do pais
(Agnanini e Souto Maior, 1977, p. 152).

As sequéncias de duas amostras vacinais
Bartha disponiveis no GenBank localizaram-
se em diferentes grupos provavelmente
devido & origem diferente. A sequéncia
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originaria da China agrupou-se com 8044,
uma amostra americana muito semelhante a
estirpe vacina Norden (Hahn et al., 2010).

A porcéo inicial de ul44 evolui rapidamente
no SuHV-1. A principal razdo para esse
fendbmeno é a presséo seletiva positiva por
dois possiveis fatores. O primeiro seria a
pressdo do sistema imune sobre ¢C
(Ishkawa et al., 1994). Outro seria o alto
grau de flexibilidade da proteina como
encontrado nas andlises de regibes de
desordem protéica. Regifes de desordem
em proteinas sdo aquelas que ndo possuem
uma estrutura terciaria fixa. RD séo
consideradas regides de evolugdo mais
rapida do que as regibes estruturadas
(Brown et al., 2002). Os motivos para essa
diferenca ainda nao séo bem
compreendidos, mas certamente ndo estdo
relacionados com a auséncia de funcédo. Ha
evidéncias que regibes protéicas
desestruturadas estdo sob selecdo para
aumento da variabilidade (Yang e Bielawski,
2000). Evidéncias sobre esse fenémeno ja
foram encontradas na evolucdo dos
herpesvirus (Fonseca Jr. et al., 2010b).

Os resultados encontrados nesse trabalham
sugerem que a utilizacdo do método
bayseano para reconstrucdo filogenética da
por¢cdo codificante da regido N-terminal de
gC é uma ferramenta Util para as analises
moleculares e estudos epidemioldgicos que
permitam comparar resultados de diversos
trabalhos. Foi possivel, também,
compreender melhor as razbes para a alta
variabilidade das sequéncias.
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RESUMO

O virus da pseudorraiva é o0 agente
causador de uma das enfermidades de
grande impacto na suinocultura. Os
principais hospedeiros do SuHV-1 sdo os
suinos (Sus scrofa), domésticos ou
selvagens. O objetivo desse estudo foi
utilizar sequenciamentos completos e
parciais de genes do SuHV-1 para analisar
a evolugéo e dindmica do virus isolados em
diferentes periodos e ou hospedeiros. Os
genes estudados foram us6, us7, us8, us9,
ull4, ul44, ul49.5 provenientes de
sequéncias de isolados de varias partes do
mundo. As arvores filogenéticas
reconstruidas utilizando-se os programas
Mr. Bayes, MEGA 5.0 e Seaview apos
andlise no programa jModelTest para
avaliagdo dos modelos filogenéticos a
serem utilizados. Outras andlises foram
realizadas com sequéncias parciais de ul44,
devido ao fato de haver maior quantidade
de sequéncias e informacdes sobre esse
gene nos bancos de dados. O programa
Splitstree 4.0 foi usado para gerar redes
filogenéticas e o programa Beast para gerar
dados sobre a filogeografia. As arvores
geradas apresentaram resolugfes variadas,
mas comprovaram a distancia genética
entre isolados ocidentais e orientais. As
sequéncias de ul44 derivadas de suinos
domésticos e selvagens apresentaram
separacdo dos ramos das arvores e
pressdes seletivas diferentes de acordo com
0 hospedeiro. Esses dados demonstram
gue a evolugdo desse herpesvirus €
complexa e dependente de sua interacdo
com o hospedeiro.

INTRODUCAO

O virus da pseudorraiva é o0 agente
causador de uma das enfermidades de
grande impacto na suinocultura. O Suid

Herpesvirus 1 (SuHV-1) é classificado como
um membro da familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae, € um virus
DNA de fita dupla de evolucdo lenta
(Fauquet et al, 2005). Os principais
hospedeiros do SuHV-1 séo os suinos (Sus
scrofa). Os suinos domésticos sdo muito
suscetiveis a infeccdo e tem sinais clinicos
variados de acordo com a idade. Ha um alto
indice de mortalidade em animais jovens
devido a sinais neurolégicos, no entanto em
individuos mais velhos a mortalidade é
reduzida e os principais sinais clinicos séo
respiratorios e ou reprodutivos (Pomeranz et
al., 2005). Devido a capacidade de gerar
infeccdo latente, o SUHV-1 pode se manter
no rebanho gerando novos focos da doenca
mesmo depois de longos periodos sem
manifestacbes clinicas (Romero et al.,
2003).

O combate intensivo a pseudorraiva nos
Ultimos vinte anos levou a erradicacdo da
enfermidade nos rebanhos comerciais de
suinos em diversos paises como Estados
Unidos, Alemanha e Inglaterra (OIE, 2011).
Outros paises como Brasil ja possuem
programas avancados e poucos relatos de
deteccéo da enfermidade (Dambros, 2007).
Com o avanco dos programas sanitarios,
um dos problemas atuais é a presenga do
SuHV-1 em javalis ou suinos selvagens. A
enfermidade j& foi detectada nesses animais
em paises como Alemanha, Franca,
Espanha, Japado, Estados Unidos e Brasil,
seja por meios moleculares ou sorologia
(Cunha et al.,, 2006, Hahn et al.,, 2010,
Muller et al., 2010, Mahmoud et al., 2011).

Estudos sobre a evolugdo do SuHV-1 tém
comparado sua viruléncia e caracteristicas
genéticas de acordo com o isolamento em
diferentes anos ou hospedeiros. Virus
isolados de suinos domésticos em
diferentes periodos demonstraram
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caracteristicas de replicacdo e de infeccéo
diferentes (Glorieux et al., 2009). Infecc&o
experimental de animais domésticos com
SuHV-1 derivado de javalis ndo foi capaz de
reproduzir a enfermidade, demonstrando a
baixa viruléncia dessas amostras (Muller et
al., 2001). As caracteristicas genéticas
também variam de acordo com o periodo de
isolamento ou hospedeiro (Muller et al.,
1998).

Os estudos iniciais de variacdo genética do
SuHV-1 basearam-se na restricdo completa
do genoma por BamHI, demonstrando a
presenca de quatro tipos gendémicos
(Herman et al., 1984, Christensen, 1995,
Fonseca Jr. et al., 2011). Estudos mais
recentes tem utilizado o sequenciamento,
principalmente da regido UL44, que codifica
a glicoproteina C (Goldberg et al.,, 2001,
Fonseca Jr. Et al., 2010, Hahn et al., 2010,
Muller et al., 2010). A vantagem do
sequenciamento é que permite varios tipos
de andlise, como a filodindmica, que é o
estudo de como as mutagBes virais séo
afetadas por fatores como imunidade do
hospedeiro, transmissdo e dindmicas de
epidemias

O objetivo desse estudo foi utilizar
sequenciamentos completos e parciais de
genes do SuHV-1 para analisar a evolugéo
e dinamica do virus isolados em diferentes
periodos e ou hospedeiros.

MATERIAL E METODOS
Sequéncias

Sequéncias parciais e completas de genes
codificadores proteinas do SuHV-1 foram
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coletadas no GenBank (Tabela 1) com o
maior ndmero possivel de informacdes
disponiveis sobre hospedeiro, ano e pais de
isolamento (Ishkawa et al., 1996, Golberg et
al., 2001, Glorieux et al., 2009., Fonseca Jr.
et al.,, 2010, Muller et al., 2010, Serena et
al., 2011, Steinrigl et al., 2012). As
sequéncias foram nomeadas conforme o
nome do isolado no GenBank, seguido de
um codigo de trés letras para identificacao
do pais: Alemanha (GER), Argentina (ARG),
Austria (AUS), Brasil (BRA), China (CHI),
Coréia do Norte (SKO), Eslovaquia (SLK),
Espanha (ESP), Estados Unidos (USA),
Japdo (JAP), Hungria (HUN), Irlanda do
Norte (NIR), Malasia (MAL), Suécia (SWE).

Sequenciamento

Os genes us9, ull4 e ul49.5 de isolados
brasileiros e da estirpe padrdo Shope foram
sequenciados para a utlizacdo de outras
porcBes do genoma. Cada reacdo de 20 pL
foi composta pelos seguintes reagentes:
DMSO 8%, DNTP 200 mmol/L, 20 pmol de
cada primer, MgCl, 1.5 mmol/L, 0,2 U de
Taq Jumpstart (Sigma, Estados Unidos), 4
pL de Tampéo GoTaq Green 5x (Promega,
Estados Unidos) e 2 puL de DNA. O
termociclador foi programado com as
seguintes etapas e tempo de ciclagem: 95 C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 C
por 50 seg., 57°C por 50 seg., 72 C por 50
seg. e um estagio final de extensado a 72°C
por 5 minutos. Os resultados foram
visualizados em gel de agarose 2,0%
corado com brometo de etideo apés uma
hora de corrida a 100 volts. Os produtos de
PCR foram sequenciados no equipamento
ABI3130 (Lifetech, EUA).



Tabela 1: Genes utilizados para as analises filogenéticas desse trabalho

Gene Proteina Funcéo Quantidade Tamanho Posicao*
(nucleotideos)*
ul44 gC Adeséo celular Completa 24 1443 53019 -
54461
Parcial 130 666 53019 -
53684
us6 gD Ligacao a receptores Completa 16 1197 118873-
de superficie 120075
us7 gl Difuséo célula-célula Completa 9 1086 120111-
121193
Parcial 10 676 120111-
120786
us8 gE Difuséo célula-célula Completa 22 1734 121297-
123030
Parcial 48 404 121945-
122348
us9 11 kDa Transporte axonal Completa 19 321 123088-
123384
ull4 ull4 Morfogénese viral Completa 12 480 75946-
76425
ul49.5 gN Morfogénese viral, Completa 22 297 8840-
fuséo de membrana 9136

*Dados com referéncia ao genoma completo da estirpe Kaplan (JF797218).

Tabela 2: Iniciadores utilizados nesse trabalho para amplificacdo dos genes us9, ull4 e ul49.5

do SuHV-1
Gene Iniciador Amplicom (pb)
us9 F: GAGAAACCGGAAGTGACGAA 550
R: GGGGCCCATTTATTGTGAC
ull4 F: GCGATGGCAAAGTTGAAAAA 794
R: GTCGAGGGTCGCGTACTG
ul49.5 F: CCCAGGGGAACCTTATAAAATC 447

R: TTTCTCGAGCTGGACATGG

Andlise Filogenética

A analise filogenética foi testada conforme a
complexidade da amostra. Os modelos
evolutivos foram selecionados com o auxilio
do programa computacional jModelTest
(Posada, 2010). Os modelos e programas
utilizados estéo indicados na tabela 3.

Devido & quantidade e complexidade das
sequéncias para ul44 outros programas

foram empregados. O programa Splistree
4.0, para avaliagdo de recombinacdo e
posicBes conflituosas na filogenia (Huson
and Bryant, 2006), foi utilizado na analise
deste conjunto de sequéncias. Todas os
grupos de sequéncias foram submetidas a
testes de recombinacdo no programa
SimPlot (Lole et al., 1999). Para a analise
de rede filogenéticas das sequéncias do
gene ul44 foram utilizados os programas foi
utilizado DNAsP (Librado e Rozas, 2009) e
Network (Bandelt et al., 1999).
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Tabela 3: Modelos de substituicao, reconstrucdo de arvore filogenética e programas utilizados
para cada grupo de sequéncias estudadas nesse trabalho.

Gene Tipo Modelo de Reconstrucdo da Programa
Substituicdo Arvore
ul44 Completa GTR M4+l Bayesian Inference Mr. Bayes®
Parcial
us6 Completa GTR Maximum Likelihood Seaview”
us? Completa HKY+I Maximum Likelihood Seaview
Parcial
us8 Completa GTR+I Maximum Likelihood Seaview
Parcial HKY Maximum Likelihood Seaview
us9 Completa F81 Neighbor Joining MEGA 5.0°
ul14 Completa F81 Neighbor Joining MEGA 5.0
ul49.5 Completa TrN Neighbor Joining MEGA 5.0

2 Huelsenbeck e Ronquist, 2001 ® Gouy et al., 2010 *Tamura et al., 2011

Filogeografia

Os testes de filogeografia foram realizados
com as sequéncias parciais de ul44. Em
trés grupos separados conforme a origem, a
partir de suinos domésticos (SD) do Brasil e
dos Estados Unidos e de suinos selvagens
(SS) da Europa. Ap6s a selecdo dos grupos,
foram verificados os dados quanto a
informacdo precisa do isolamento de cada
estirpe. As andlises de filogeografia foram
entdo realizadas com um grupo de
sequéncias brasileiras derivadas de focos
em granjas das regibes Sul e Sudeste
ocorridos entre 1983 e 2003 (Fonseca Jr. et
al., 2010). A analise das sequéncias norte-
americanas foi realizada de acordo com os
dados descritos por Golberg et al. (2001),
com amostras de focos em suinos, mas
também em hospedeiros terminais do virus
como caninos, bovinos e ovinos. O segundo
grupo estudado foi o de amostras de suinos
selvagens da Europa (Muller et al., 2010).

As analises foram realizadas no programa
Beast (Drummond e Rambaut, 2007) com
0s seguintes parametros: GTR 4+l com
cumprimento da MCMC de 5x10° com
amostragem a cada 1000 estados com
adaptacdes para andlise de dados
continuos e discretos segundo Lemey et al.
(2009). Os resultados foram entdo
submetidos ao programa Spread para
andlise por discrete tree, continuous tree e
time slicer (Bielejec et al., 2011).
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Teste para Sele¢éo Positiva

Os testes para selecdo foram realizados no
programa Selecton (Stern et al., 2007) com
as populagdes DS e SS. As sequéncias DS
foram submetidas ao programa em duas
etapas, primeiramente com todas
encontradas no banco de dados e depois
sem as amostras chinesas. O teste com a
exclusdo destas Ultimas foi realizado devido
ao alto grau de divergéncia com as
amostras ocidentais.

O programa Selecton exige a escolha inicial
de um modelo para teste da pressao
seletiva. Caso seja indicada pressao
seletiva positiva existe a opgdo automatica
de se escolher um segundo modelo
estatistico para se verificar a significancia
dese resultado. O modelo evolutivo
escolhido foi o M8 que considerada a
selecdo positiva possivel. Os resultados
foram submetidos a novos calculos para
testar a significancia estatistica, agora com
0 modelo M8a, que ndo permite a selecdo
positiva.

RESULTADOS
Analise Filogenética

A analise filogenética a partir de multiplas
sequéncias derivadas de diferentes regides
do genoma do SuHV-1 gerou arvores de
perfis semelhantes com excecdo do gene
us6, Unico grupo de sequéncias positivas



para recombinacdo (Figuras 1, 2, 3). O
tamanho menor das sequéncias parciais de
us8 gerou uma arvore com menor grau de
diferenciagéo, talvez devido ao fato de a
maior parte da variabilidade de gE estar
localizada na porgdo inicial do gene. A
maior parte das sequéncias parciais de us8
disponiveis no Genbank compreendia a
porcdo média do gene. Nao houve diferenca
nas informacdes da arvore gerada em as
sequéncias completas e parciais de us7 a
nao ser os maiores valores de bootstrap.
Alguns isolados agrupam-se em todas as
arvores como as sequéncias hungaras
(Kaplan e Shope) e as brasileiras. As
amostras americanas Rice e Becker
também apresentaram perfis semelhantes.

As sequéncias asiaticas apresentaram dois
padrées, um geneticamente proximo das
amostras ocidentais, distribuindo-se em
subgrupos diferentes, mas préximos a um
grupo de amostras atipicas encontradas
com mais frequéncia no Brasil, mas também
descritas nos Estados Unidos e Europa. O
segundo € mais distante, comportando-se
como uma raiz para todas as &rvores
reconstruidas neste trabalho (com excecédo
de us6). Nos dois casos, as sequéncias de
origem asiatica apresentaram um grau de
variagdo maior do que o encontrado dentro
de seus grupos.

Devido a existéncia de um grande numero
de sequéncias para o gene ul44, este gene
foi utilizada para analises de redes
filogenéticas além da reconstrucao da
tradicional arvore demonstrada em estudos
evolutivos. A principio, cogitou-se utilizar
sequéncias parciais com 622 pares de base
para a inclusdo da amostra OK2010 dos
Estados Unidos, derivada de SS, no entanto
como existem polimorfismos em certos
grupos de sequéncias como as brasileiras
gue estdo localizadas apds esse ponto,
optou-se por excluir a amostra OK2010 e
utilizar as sequéncias com 666 pb (Tabela
1). A comparacdo das arvores obtidas a
partir das sequéncias completas do gene
ul44, observou-se mudancas no
posicionamento de algumas amostras e até
de clados inteiros. (Figura 3).

A andlise parcial de ul44 a partir de redes
flogenéticas revelou uma  estrutura
complexa de interacdo com algumas
sequéncias em posicionamento fora dos
grupos como IB341/90BRA, SLCHI, 561ITA,
IndianaUSA e S66SWE. A localizacéo delas
pode mudar conforme o modelo de
substituicdo ou de reconstrucdo da arvore
utilizados. Mesmo que nao haja evidéncia
de recombinacdo segundo o programa
SimPlot, a topologia da arvore pode ser
gquestionada em alguns pontos, apesar dos
agrupamentos permanecerem 0S MeSMOS
(Figura 4).

Foi encontrado um total de 41 haplétipos
para ul44 quando a analise foi realizada
com todas as sequéncias parciais, incluindo
as vacinais. Quando as popula¢des foram
divididas, destacaram-se 10 haplétipos para
SS, com distancia genética geral de 0,013,
e 19 para DS, com distancia genética geral
de 0,018. As amostras asidticas, divididas
em dois grupos, possuem quatro haplétipos
(similares as amostras ocidentais) e cinco
haplétipos  (distantes das  amostras
ocidentais) (Figura 5). Boa parte das
mutacdes encontradas envolve
delec¢Bes/insercdes de codons.

Houve diferencas entre os hapl6tipos SS e
DS. As 34 sequéncias SS apresentaram 25
sitios polimérficos (com 25 mutagdes),
sendo 10 desses monomorficos em DS.
Dentre as 67 sequéncias DS, houve 33
sitios polimérficos (com 35 mutagdes),
sendo 20 desses monomorficos em SS. Os
dois grupos compartilharam 15 mutacdes.
Esses sdo valores muito inferiores aos
encontrados no grupo E (7 sequéncias), no
gual ocorrem 22 sitios polimérficos.

A reconstrugdo da rede filogenética
utilizando o programa Network demonstrou
que, quando todas as sequéncias s&o
utilizadas, aquelas derivadas da Europa
concentram-se no centro, a partir do qual os
ramos se estendem para a formacdo dos
haplétipos DS (Figura 5). Mais uma vez, as
amostras asiaticas apresentam 0 mesmo
comportamento que nas arvores
filogenéticas.
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Figura 1: Arvores filogenéticas para os genes ull14, ul49.5, us6 e us9. Os modelos utilizados na
reconstrucdo de cada arvore estdo listados na tabela 3. Apenas os valores de bootstrap acima
de 70 sdo demonstrados. As topologias semelhantes com excecédo daquela construida a partir
de us6, um indicativo de sinais conflituosos na analise.
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Figura 2: Arvores filogenéticas para os genes us7 e us8. Os modelos utilizados na
reconstrucdo de cada arvore estao listados na tabela 3. Apenas os valores de bootstrap acima
de 70 sdo demonstrados.
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Figura 4: Rede filogenética reconstruida a partir de sequéncias parciais de ul44. Os cinco
principais grupos de SuHV-1 sdo demonstrados assim como o posicionamento discrepante de
IndianaUSA, S66SWE, IB341BRA. Cada grupo apresentou caracteristicas distintas como. O
grupo A foi composto por amostras provenientes de javalis do oeste europeu e baixa
diversidade genética a despeito de haver amostra com intervalo de isolamento de mais de 15
anos. O grupo B apresentou amostras dos Brasil, Estados Unidos, Argentina e Irlanda do
Norte, algumas delas classificadas como pertencentes ao genotipo | pelo método de restricdo
por BamHI. O grupo C foi formado por amostras com alta diversidade genética isoladas de
javalis da Europa Central. O grupo D reuniu amostras de comportamento muitas vezes descrito
como peculiar em outros trabalhos como fenébmenos de recombinacéo, isolados de bovinos,
sendo que muitas delas foram caracterizadas como pertecentes ao genotipo Il pelo método de
restricdo por BamHI. O grupo E teve alta diversidade genética e teve como caracteristica
principal conter exclusivamente sequéncias provenientes da China.
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Figura 5: Rede filogenética reconstruida a partir do programa Network. O centro da rede é
formado pelas sequéncias européias provenientes da Hungria e Eslovaquia e algumas
amostras vacinais. A amostra vacinal Bartha, existente em muitas passagens e diferentes
sequenciamentos no GenBank, é proveniente de um isolado hangaro.

Filogeografia

As sequéncias DS do Brasil néo
apresentaram diferenciacdo genética. J4 as
sequéncias norte-americanas apresentaram
padrdo mais varidvel. Os resultados com os
dados discretos demonstram uma mudanca
rapida da variagdo genética do SuHV-1 em
uma localidades muito préximas (Figura 6).
Os dados continuos mostram a variacao
genética aumentando primeiro a norte e em
seguida para o oeste. Esses Ultimos
resultados apresentaram as localizacdes
com focos em suinos em pontos
determinantes da distribuicdo geogréfica
(Figura 7).
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Os dados filogeogréaficos gerados com as
sequéncias SS demonstram um padrédo
constante de distribuicdo com os principais
pontos de variabilidade na Hungria e
Eslovadquia, com posterior distribuicdo na
regido Oriental da Alemanha e depois para
as por¢cBes Ocidental, norte da Franca e
Espanha (Figura 8). O SuHV-1 varia pouco
entre estas localiza¢des, mantendo grupos
homogéneos por longos periodos. A analise
por time slicer prop8e a localizagcédo da raiz
da arvore filogenética na Suica, porém com
valores baixos de probabilidade posterior. O
mesmo ocorre para 0 posicionamento de
um nodo no centro da Franc¢a (Figura 9).
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Figura 6: Analise por dados discretos incorporada a arvore filogenética para amostras de focos
de pseudorraiva ocorridos no estado de lllinois, Estados Unidos. A altura das linhas que
conectam os pontos de isolamento indica a passagem de tempo de acordo com os ramos da
arvore filogenética e o gradiente de cor a idade relativa de migracdo. Os circulos foram
retirados para facilitar a visualizacdo dos resultados. IL1 a 4, IL7, IL8, IL12 indicam locais onde
ocorreu isolamento do SuHV-1 em suinos.
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Figura 7: Andlise por dados continuos incorporada a arvore filogenética para amostras de focos
de pseudorraiva ocorridos no estado de lllinois, Estados Unidos. A altura das linhas que
conectam os pontos de isolamento indica a distancia entre 0s mesmos e o gradiente de cor a
idade relativa de migracdo. Os circulos foram retirados para facilitar a visualizagdo dos
resultados. IL1 a 4, IL7, IL8, IL12 indicam locais onde ocorreu isolamento do SuHV-1 em
suinos.
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Figura 8: Resultados da andlise filogeografica da partir de dados discretos das sequéncias de ul44 do
SuHV-1 isolados a partir de javali na Europa entre 1995 e 2008. A altura das linhas que conectam os
pontos de isolamento indicam a distancia entre os mesmos e o gradiente de cor a idade relativa de
migracéo. Os circulos indicam o nimero de linhagens que mantém esse estado discreto.
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Figura 9: Imagens geradas a partir da analise

por time slicer da distribuicdo genética do SuHV-

1 em javalis na Europa. Os circulos indicam o tempo relativo de dispersdo do virus naquele

estado.

Teste para Selecéo Positiva

As sequéncias testadas para selecdo
positiva ndo geraram resultados diferentes
com a presenca ou auséncia das amostras
de origem chinesa. Os genes ul49.5, us6,
us7, us9 ndo estdo sob pressdo seletiva
positiva, apresentando apenas pontos de
selecdo negativa ou neutra. Ul14
apresentou pontos de selecdo positiva, mas
0s testes estatisticos indicam que o
resultado ndo é significativo (Likelihood ratio
(LTR) para M8: -601.699, LTR M8a: -
601.817). Us8 apresentou resultado
significativo para selecéo positiva (LTR M8:
-2339.21, LTR M8a: -2341.33).

Os resultados para ul44 foram diferentes
para os dois grupos. Sequéncias SS nao
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foram consideradas sob pressdo positiva,
ao contrario das derivadas de DS (LTR M8:
-1003.22, LOTR M8a: -1008.14).

DISCUSSAO

O combate a pseudorraiva restringiu o
numero de focos da enfermidade a ponto de
erradicad-la em rebanhos comerciais de
suinos domésticos em muitos paises. Ainda
sim, a enfermidade continua sendo uma
preocupagdo mundial com focos presentes
em diversos locais como na Europa oriental
(Muller et al., 2003). A prevaléncia do
SuHV-1 nessas regibes nao € o Unico
problema, pois o virus ainda persiste em
rebanhos de javalis e suinos ferais em
diversas partes no mundo, com



prevaléncias altas em determinadas regides
(Pannwitz et al., 2011).

Os isolados de SuHV-1 sdo reunidos
geneticamente em cinco grupos distribuidos
mundialmente Dentre estes, chama
atencdo o fato de existirem grupos onde
persistem sequéncias quase que
exclusivamente provenientes de SuHV-1
derivados de javalis, de suinos domésticos
ou de origem asiatica com um alto grau de
polimorfismo. Este resultado indica que
diferentes linhagens do virus infectam estas
populacdes, fato ja sugerido por resultados
de caracterizacdo de isolados provenientes
de javalis (Muller et al., 2011).

A evolucéo da enfermidade em DS indica
um virus ainda menos adaptado ao
hospedeiro quando comparado aos isolados
SS. Pelo menos dois genes codificantes de
glicoproteinas do envelope, ul44 e us8,
estdo sob forte pressdo  seletiva.
Possivelmente devido a auséncia de
sequéncias de outros genes e por existir
nos bancos de dados apenas sequéncias
parciais do gene ul44 para os isolados SS
nao foi encontrada evidéncia de selecdo
positiva. A variabilidade genética foi até
mesmo discrepante quando as duas
populacdes virais foram comparadas. Esses
fatos corroboram trabalhos anteriores que
afirmam isolados provenientes de SS séao
menos virulentos (Muller et al.,, 2001).
Mesmo que ndo esteja sobre presséo
positiva, a taxa de variacdo da ul44 dos
SuHV-1 SS pode estar sobre influéncia de
outras forcas evolutivas como pontos de
desordem protéica na glicoproteina C
(Fonseca Jr. et al., 2010).

O gene ul44 ndo deve, no entanto, ser
utilizado como Unico marcador para
caracterizar geneticamente isolados DS ou
SS. Os grupos podem ndo se tornar tdo
nitdos caso mais sequéncias DS
provenientes da Europa sejam
acrescentadas a analise como se pode
verificar pelo fato de as sequéncias Shope e
Kaplan se agruparem com HUN563 e
HUN573. Até a comparagcdo a partir de
outros genes, o0s isolados brasileiros
estarem distantes das amostras do restante
do mundo, evento que pode ser

questionado pelo fato de as mesmas
amostras se agruparem com dois isolados
belgas.

As redes filogenéticas formadas pelas
sequéncias de ul44 ratificam a divisdo do
SuHV-1 em pelo menos cinco grandes
grupos. A maior parte dos haplétipos DS
ocidentais e orientais encontra-se
polarizada nos extremos da rede com os
haplétipos SS derivados da Europa
posicionados no centro. Essa estrutura
indica a origem européia de todos os
isolados ocidentais no século XX e XXI.
Essa hipotese é sustentada por outros fatos
como a presenca de sequéncias européias
em todos os grupos da arvore e a maior
diversidade genética nesse continente.
Entre isolados SS, as sequéncias do leste
da Alemanha, hudngaras e eslovacas,
mesmo que isoladas em pontos proximos e
curto intervalo de tempo, sdo mais
geneticamente diversas do que a de outros
pontos da Europa. Nota-se que a maior
parte da diversidade genética do SuHV-1 na
Europa corresponde a essa mesma regiao.
Onde esté localizada a maior diversidade de
haplétipos do virus também é o unico lugar
onde se encontram os dois principais
haplétipos de suinos (Larson et al., 2005,
Ramirez et al., 2009).

Os dados filogeograficos gerados para as
amostras brasileiras foram insuficientes
para se gerar uma andlise mais apurada da
distribuicdo do SuHV-1 devido a baixa
diversidade genética do virus no Brasil. As
amostras norte-americanas apresentam um
elevado grau de variabilidade em relagéo ao
curto espaco de tempo de isolamento e a
distancia geografica, resultado que difere
dos encontrados em outros trabalhos
(Fonseca jr. et al., 2010, Miiller et al., 2010,
Serena et al., 2011). A andlise com dados
discretos localizou as sequéncias originarias
de suinos em pontos importantes da arvore
flogenética, indicando uma distribuicao
posterior para hospedeiros terminais. Esse
resultado estd de acordo com as
caracteristicas do SuHV-1 que tem como
principais replicadores os suinos (Pomeranz
et al., 2005).
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A filogeografia foi mais apurada para a
distribuicdo do virus em javalis europeus. O
objetivo da analise ndo foi gerar dados
epidemiogicos, mas verificar a dispersédo e
variabilidade genética do virus conforme
localizacdo e tempo. Ainda sim, o0s
resultados apontam uma difusdo rumo ao
oeste, fendmeno ja destacado com analises
epidemiolégicas aprofundadas do SuHV-1
em javalis (Thulke et al., 2005). Os dados
filogeograficos sustentam a origem dos
recentes focos de SuHV-1 na regido mais a
leste da Europa. A anadlise por time slicer
propbe a localizacdo da raiz da &rvore
filogenética na Suica, porém com valores
baixos de probabilidade posterior. O mesmo
ocorre para 0 posicionamento de um nodo
no centro da Franca. E provavel que esses
pontos tenham sido formados devido a
auséncia de sequéncias geneticamente
mais préximas da raiz e por discrepancia na
formagdo dos nodos da arvore. As
localizacdes distantes e o perfil genéticao
idéntico para ul44 das amostras do norte da
Franca e do centro da Espanha formaram
valores discrepantes que podem ter gerado
um nodo a mais na arvore.

A diversidade genética do virus diminui a
medida que é difundido rumo a oeste.
Amostras muito  distantes como as
presentes na Espanha, norte da Franca e
oeste da Alemanha ainda permanecem com
o0 mesmo perfil genético para ul44 conforme
descrito por Muller et al. (2010). Este nédo é
um fendmeno Unico na genética do SuHV-1.
Isolados brasileiros de focos ocorridos entre
1983 e 2003 permaneceram com O Mesmo
perfil genético (Fonseca Jr. et al., 2010a).
Essa baixa diversidade pode ser explicada
pelo fato que os herpesvirus sdo de
evolucdo lenta (Sakaoka et al., 1994). O
SuHV-1 pode ter sido introduzido nestas
areas recentemente quando comparado as
regibes mais a leste da Europa. N&o se
pode esquecer a acdo do homem nesse
ponto, que pode ter levado o virus a sofrer
um gargalo evolutivo juntamente com seu
hospedeiro devido a caga excessiva
(Scandura et al., 2008) ou efeito fundador
devido a translocac¢des de animais (Vicente
et al., 2005).
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As amostras asidticas foram divididas
geneticamente em dois grupos, um que
forma exclusivamente o grupo E e um
segundo que se distribui em outros clados.
A distancia genética de E em relacdo as
sequéncias ocidentais foi comprovada pela
comparacdo de diversos genes sob
diferentes  pressGes  seletivas. Essa
diferenca exacerbada, associada a alta
diversidade genética do grupo, pode estar
relacionada com a presenca mais remota do
virus na regido, possivelmente influenciada
pelo fato de os suinos asiéticos possuirem
um perfil genético mais diverso do que os
ocidentais (Ramirez et al., 2009).

A presenca de amostras asiaticas nos
grupos A a D da arvore filogenética de ul44
(Figura 4) pode estar associada com a
ampla distribuicdo das racas suinas no
globo. Néo foi possivel tracar a origem do
grupo E a partir das informacdes geradas
nesse trabalho. A relacdo entre as
sequéncias ocidentais e orientais ndo é
necessariamente recente. A influéncia da
genética de suinos chineses nos rebanhos
anglo-sax6nicos ainda € muito importe,
mesmo que os relatos de introgresséo
datem dos séculos XVIII e XIX (Fang e
Andersson, 2006).

Os resultados encontrados neste trabalho
demonstram a coevoluc¢éo do SuHV-1 e dos
suinos. O virus apresenta evolugao
diferente nos clados das &rvores. Essa
diferenca pode ser visualizada entre as
sequéncias derivadas de suinos selvagens
e suinos domésticos e é mais nitida ao se
comparar amostras  ocidentais com
orientais. O SuHV-1, um virus cuja infeccéo
ja é profundamente influenciada pela idade
do hospedeiro, tem sua evolugdo fortemente
afetada pela genética dentro do género Sus
scrofa. O sistema imunolégico dos suinos
tem uma variacdo genética substancial
(Flori et al., 2011), € influenciado pela raca e
pela idade (Sutherland et al., 2005) e
também pode ter envolvido padrées de
selecdes diferenciados como ocorre em
outros genes (Fang et al., 2009), o que por
si sO inclui fatores importantes para a
evolucéo de um virus.



Os resultados desse trabalho demonstram
gue 0 SuHV-1, mesmo sendo um virus de
evolucdo lenta, pode apresentar grande
variabilidade dependendo do local ou de

qual animal é isolado. O virus evolui
diferentemente de acordo com o hospedeiro
qgue infecta devido as diferentes pressoes

seletivas a que esta submetido.
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