Juliana Amalia Fonte B6a do Nascimento

Analise Filogenética do
Circovirus Suino Tipo 2
no Brasil

Tese apresentada a Universidade Federal de

Minas Gerais, Escola de Veterinaria, como

requisito parcial para a obten¢éo do grau de
Doutora em Ciéncia Animal.

Area de Concentracdo: Medicina Veterinaria
Preventiva e Epidemiologia.

Orientador: Profa. Zélia Inés Portela Lobato

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria

2009



N244a Nascimento, Juliana Amalia Fonte Béa, 1971-
Anélise filogenética do circovirus suino do tipo 2 no Brasil / Juliana
Amalia Fonte Béa do Nascimento. —2009.
127 p. :il.

Orientadora: Zélia Inés Portela Lobato
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de

Veterinéria
Inclui bibliografia

1. Suino — Doengas — Teses. 2. Viroses em animais — Teses. 3. Filogenia
— Teses. I. Lobato, Zélia Inés Portela, 1. Universidade Federal de Minas
Gerais. Escola de Veterinaria. 1. Titulo.

CDD - 636.408 96




Tese defendida e aprovada em 31 de margo de 2009, pela Comiss&o Examinadora
constituida por:

4, 174

Profa. Zélia Inés Portela lobato
Orientadora

A0, ddaabio

Profaﬂessandrﬁ\}Marnie Martins Gomes de Castro

Uow/(o %w&& &wmaﬂ

Prof. Marcelo Fernandes Camargos

Prof. Efhane Fagundes do Nascimento

<Pl ot fo )

vV Prof/ Israel José da S(@\ .




“Tudo no mundo comecou com um sim. Uma molécula disse sim a outra molécula e nasceu a
vida. Mas antes da pré-historia havia a pré-historia da pré-historia e havia o nunca e havia o
sim. Sempre houve. N&o sei 0 qué, mas sei que 0 universo jamais comegou.”

Clarice Lispector — A Hora da Estrela
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FNQ (Fenilalanina / Asparagina / Glutamina)
g gramas

IPEVE Instituto de Pesquisas Veterinarias Especializadas
Kb quilobases

kDa quilodalton

Kg quilo

LDQ (Leucina / Aspartato / Lisina).

LHQ (Leucina / Histidina / Glutamina)
LNK (Leucina / Asparagina / Lisina)

LPS Endotoxina lipopolissacarideo

M molar

Mega Molecular Evolucionary Genetics Analysis
MG Minas Gerais

Mg2+ magnésio

MgCI2 Cloreto de magnésio

min. minutos

ML Maximum Likelihood Estimation

mL mililitro

mM milimolar

Mn2+ manganés

NF-kB Fator nuclear kappa B

ng nanograma

NJ neighbor joining

NK Natural Killer

nm nanémetro

nt nucleotideos

ORF Janela aberta de leitura

p/v peso/volume

PAML phylogenetic analysis by maximum-likelihood
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pb pares de bases

PCR Reacédo em Cadeia pela Polimerase

pH concentragdo de hidrogénio idnico

PiCV Circovirus dos pombos

PK15 células de rim de suino - 15

pmol picomol

pPirh2 Porcine p53-induced-RING-H2

PPV Parvovirus suino

PRDC Complexo Respiratorio suino

PRRSV Virus da Sindrome Respiratdria e Reprodutiva
RCR Rolling circle replication

Rep Proteina replicativa

RNA 4cido ribonucléico

RNAm acido ribonucléico mensageiro

s segundos

SACS Sindromes Associadas a Circovirose Suina
SC Santa Catarina

SIV Virus influenza suino

SP Sédo Paulo

SPF Suinos livres de patdgenos especificos

SRRS Sindrome Reprodutiva e Respiratdria Suina
TE Tampao TRIS-EDTA

TRIS hidroximetil-aminometano

U unidades

USP Universidade de S&o Paulo

V/cm Volt/centimetro

VDA Virus da doenca de Aujeszky

V/PS Veterinaria Preventiva e Saide Animal, Universidade de Sao Paulo
X g aceleracdo da gravidade terrestre (9,8 m/s2)

X vezes
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RESUMO

Foi realizado o estudo da diversidade genética do Circovirus Suino do Tipo 2 (CVS-2),
identificacdo e discriminacdo dos genogrupos baseados na sequéncia da ORF3 do CVS-2 de
animais com sintomas clinicos das Sindromes Associadas a Circovirose Suina (SACS). Além da
correlacdo das lesdes histopatoldgicas observadas em animais com sinais clinicos compativeis
com a SACS e o Complexo das Doencas Respiratérias dos Suinos (CDRS). A amostragem do
trabalho foi realizada com pool de extratos de tecidos linféides e ndo linféides de suinos
oriundos de granjas dos estados de Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Espirito Santo, Séo
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. As lesdes macroscépicas foram descritas a
necropsia e os fragmentos de drgéos linféides e ndo linféides foram submetidos ao isolamento e
identificacdo de agentes coinfecciosos bacterianos, titulados para quantificacdo de virus
infeccioso além de processados e corados pela Hematoxilina e Eosina para avaliagdo
histopatoldgica. Os principais achados histopatolégicos foram foliculos linféides com deplecéo
linfoide e infiltrado inflamatorio histiocitario, pneumonia broncointersticial, nefrite intersticial
linfohistiocitaria multifocal. As lesdes microscépicas foram classificadas em discretas,
moderadas e severas e comparadas com o titulo infeccioso obtido em pool destes tecidos, e
associadas ao estudo filogenético da ORF3 do Circovirus Suino tipo 2 (CVS-2). As lesGes macro
e microscopicas e a frequéncia dos principais achados foram compativeis com o descrito para
animais com SACS. A avaliacdo microbioldgica identificou 6% de Bordetella bronchiseptica,
7% de Escherichia coli, Actinobacillus pleuropneumoniae e Pasteurella multocida do tipo D,
10% de Haemophilus parasuis, 20% de Streptococcus suis e 23% de Pasteurella multocida do
tipo A. A relacdo entre os achados histopatoldgicos e as coinfeccdes sugeriram associacao entre
CVS-2 e 0 Complexo de Doencas Respiratérias indicando efeito sinérgico na imunossupressao
do hospedeiro pelos microorganismos. Todas as amostras foram submetidas a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) para amplificacdo das regides da ORF2 e ORF3 do CVS-2; os produtos de
PCR obtidos foram purificados e sequenciados visando o estudo filogenético do virus. Para a
avaliacdo filogenética, as amostras foram submetidas ao alinhamento de nucleotideos e
aminodacidos e construcdo da arvore filogenética baseada no método de Neighbor Joining. Os
resultados da avaliacdo filogenética da ORF2 do CVS-2 demostraram que em todas as amostras
estudadas o CVS-2 circulante pertencia ao grupo 1 e subgrupos 1A e 1B. A frequéncia dos
subgrupos foi marcada por uma grande diferencga, pois, enquanto 88,5% das amostras foram

classificadas no subgrupo 1A, apenas 11,5% foram classificadas no subgrupo 1B. O alinhamento

17



das sequéncias da ORF3 permitiu dividir as amostras em trés genogrupos: SG1, SG2 e SG3.
Para a ORF3 foi realizada, ainda, a anélise de pressdo seletiva e filogeografia sendo possivel
observar sele¢éo positiva com p>0,95% nas posi¢des 41, 102 e 104 da ORF3. A filogeografia
possibilitou distinguir a distribuicdo das amostras nos trés genogrupos e suas correlacdes. Os
genogrupos SG1, SG2, SG3, foram distribuidos em 14 haplétipos. Foi observado o predominio
de SG3, uma vez que este genogrupo esta presente em todos os nove estados analisados, sendo
considerado derivador devido a sua ampla dispersdo. Além disso, foi possivel determinar a
presenca de amostras pareadas dos genogrupos SG2 e SG3 num mesmo sitio de coleta,
indicando a circulacdo de variantes diferentes na mesma propriedade em datas diferentes. A
relacdo entre os genogrupos da ORF3 e a classificacdo do CVS-2 demonstrou que o0 SG1 e SG2

pertenciam ao subgrupo 1B enquanto o SG3 foi agrupado em 1A.

Palavras Chave: CVS-2, SACS, CDRS, lesdes macroscopicas, microscopicas, titulo

infeccioso, filogenia, ORF2, ORF3, pressdo de selecdo e analise filogeogréfica.

ABSTRACT

The aims of this work were to study the genetic diversity of the porcine circovirus type 2
(PCV-2) and to identify and discriminate genogroups based on the ORF3 sequence from PCV-2
from animals with clinical signs of the Porcine Circoviruses Associated Disease (PCVAD). And
also the study of the correlation between histopatologic lesions observed in animals with a
compatible clinical signs of PCVAD and Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC). The
sampling consisted of lymphoid and non lymphoid tissue pools from swines from farms of the
following Brazilian states: Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Espirito Santo, S&o Paulo,
Parana, Santa Catarina and Rio Grande do Sul. The macroscopic lesions were described by the
necropsy and lymphoid and non-lymphoid tissue fragments were submitted to isolation and
identification of bacterial co-infections, virus titration as well as histopathological diagnosis
was performed using hematoxylin-eosin stain. The main pathological findings were lymphoid
follicles with lymphocyte depletion and histiocytic cell infiltration, bronco-interstitial
pneumonia, interstitial nephritis with multifocal lymphohistiocytic inflammatory infiltrates. The

microscopic lesions were classified in discrete, moderate and severe, evaluated with the viral
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load on tissue pool and associated with the phylogenetic analysis of the PCV2 ORF3 gene. The
macroscopic and microscopic lesions and the frequence of main pathological findings were
compatible with the description of animals with PCVAD clinical signs. The microbiological
evaluation of the tissues samples recognized 6% of Bordetella bronchiseptica, 7% of
Escherichia coli, Actinobacillus pleuropneumoniae and Pasteurella multocida type D, 10% of
Haemophilus parasuis, 20% of Streptococcus suis and 23% of Pasteurella multocida type A. The
relation between the histopatologic findings and the co-infections suggested association between
the PCV-2 and PRDC, suggesting a synergic effect in the host immunosuppression by the
microorganisms. All samples were submitted to the polymerase chain reaction (PCR) of ORF2
and ORF3 genes from PCV-2, PCR products were then purified and sequenced for phylogenetic
analysis. A nucleotide and amino acid alignment was performed and the phylogenetic tree was
constructed using the Neighbor Joining (NJ). The results showed that the circulating PCV-2 in
all samples belonged to group 1, sub-groups 1A and 1B. The frequency of the subgroups was
markedly different since 88.5% of the samples were classified as subgroup 1A, and only 11.5%
belonged to subgroup 1B. The ORF3 sequence alignment enabled the divide of samples in three
genogroups: SG1, SG2 and SG3. The selective pressure and phylogeographic analysis were also
performed for ORF3. The selective pressure analysis showed positive selection in ORF3 gene at
positions 41, 102 and 104 (p>0.95%). The phylogeographic study enabled the distribution of the
samples on SG1, SG2 and SG3 genogroups and correlations. The SG1, SG2, SG3 genogroups
were distributed within 14 haplotypes. The SG3 was grouped sequences from the nine states and
was considered to be the ancestral haplotype due its wide dispersion. The possibility of different
variants circulating in the same farm at distinct dates was also evaluated. The detection of SG1,
SG2 and SG3 genogroups in samples collected at distinct times from the same farm indicates the
presence of PCV-2 variants circulating in different management systems in the Brazilian swine
farms. The relation of the ORF3 genogroups and the classification of the PCV-2 demonstrated
that SG1 and SG2 belonged to the sub-group 1B while the SG3 was grouped in 1A.

Keywords: PCV-2, PCVAD, PRDC, macroscopic and microscopic lesions, viral load in
tissues, phylogeny, ORF2, ORF3, selective pressure and phylogeographic analysis.
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1 INTRODUCAO

A circovirose suina é uma doenca emergente
que acomete suinos nas principais areas
produtoras do mundo causando grandes
prejuizos. A doenca pode ocorrer em
rebanhos que usualmente possuem alto
padrdo sanitario, sendo mais comumente
encontrada em granjas de ciclo completo
com fluxo continuo e granjas de terminacao
de multiplas origens (Steverink et al., 2002).
A mortalidade e a morbidade variam de
acordo com a fase em que o surto aparece e
0 manejo empregado, porém a mortalidade
pode chegar a 10% (Allan e Ellis, 2000). O
custo da producdo cresce em fungdo da
maior mortalidade, perda de peso, piora da
conversdo alimentar e necessidade do uso de
medicamentos.

Macroscopicamente sdo encontradas lesdes
granulomatosas em varios 0Orgdos como
pulmdo, coracdo, figado, rins, baco,
pancreas, intestinos, testiculos, cérebro,
glandulas adrenais e tiredide. Além de
marcada atrofia do timo em animais
severamente afetados (Rosell et al., 1999;
Segalés et al., 2004 a).

No exame histopatoldgico sdo
freqlientemente  observadas  alteragdes
significativas na maioria dos tecidos
linféides, muitos dos quais apresentam
ampla deplecdo de linfdcitos, especialmente
nos foliculos e nas zonas paracorticais dos
linfonodos e também no baco. A deplecéo é
acompanhada por infiltracdo histiocitéria,
que freqlientemente contém corpusculos de
inclusdo citoplasmaticos basofilicos e que
sdo vistos como grandes inclusbes
individuais (sincicios) ou como corpos
pequenos maltiplos (Chianini et al., 2003;
Darwich et al., 2004; Segalés et al., 2004 b).

Os pulmbes apresentam  pneumonia
intersticial linfohistiocitaria, com destruicéo
do epitélio bronquial e bronquiolar e

presenga de células inflamatorias nos
alvéolos. As infiltragces linfohistiocitarias
também ocorrem no figado, rim e pancreas.
No figado, também é visto com frequéncia
uma extensa necrose dos hepatdcitos, em
geral com colapso do parénquima, engquanto
gue no rim pode ocorrer nefrite intersticial
multifocal. O estdbmago, colén, ceco e
duodeno podem apresentar necrose das
glandulas e das criptas, e infiltracdo de
células mononucleares (Allan et al., 1998a;
Ellis et al, 1998; Kiupel et al., 1998).

Na patogénese das infecgbes naturais da
SACS alguns eventos podem  ser
discriminados como caracteristicos dessa
sindrome tais como, deplecdo linfoide e
severa infiltragdo histiocitaria. Embora o
fundamental mecanismo pelo qual o
infiltrado histiocitario ocorre nos tecidos
(principalmente linfonodos) néo esteja bem
definido parecendo consistir em um dos
eventos iniciais durante a infeccdo pelo
CVS-2, e coincidir com a linfadenopatia
macroscopica (Clark, 1996; Rosell et al.,
1999).

Os estudos moleculares (Hiscott et al., 2001;
Ameisen et al., 2002; Liu et al., 2005;
Stevenson et al., 2007; Wei et al., 2008;
Karuppannan et al., 2008) tém incriminado a
proteina ORF3 codificada pelo gene néo
estrutural ORF3, como responsavel pela
patogénese do CVS-2 pela inducdo de
apoptose relacionando-a inclusive com a
dispersdéo do CVS-2 in vivo através de
macrofagos e células dendriticas.

A evolugdo da diversidade genética do CVS-
2 e da existéncia de variantes vem sendo
intensamente estudada para o melhor
entendimento da patogénese da sindrome e
do desenvolvimento de medidas profilaticas
para a mesma. Estudos moleculares para
determinar a extensdo das variagcOes
genéticas do CVS-2 tém sido conduzidos de
forma a identificar ramificacdes secundarias
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associadas com origem geografica mais do
gue diferencas no tropismo viral (Fenaux et
al., 2000; Hamel et al., 2000; Meehan et al.,
2001).

Diversos estudos de genotipagem do CVS-2
(De Boisséson et al., 2004; Grierson et al.,
2004a, 2004b; Larochelle et al., 2002,
Olvera et al., 2007) culminaram por definir a
divisdo do CVS-2 em dois grupos (1 e 2) e 8
subgrupos (1A a 1C e 2A a 2E). Wen et al.
(2005) estabeleceram correlagdo entre
amostras de tecidos de animais positivos
para 0 CVS-2 coletadas em 10 diferentes
regides geograficas da China com doenca
clinica e doencas associadas com o CVS-2.

Atualmente é sabido que em diversos paises
produtores de suinos no mundo o estudo
filogenético do CVS-2 ja se encontra bem
definido como na Holanda (1A, 1B e 10C),
Japdo (2A e 2 E), Canada (2A, 2D e 2E),
Espanha (2C), e Taiwan (2B e 2 D). Os
subgrupos 2A, 2B, e 2E ndo tém sido
identificados na Europa e o subgrupo 2 C foi
identificado somente em restritas regides da
Europa (Dupont et al., 2008; Grau-Roma et
al., 2008).

No Brasil Ciacci-Zanella e Mores (2000)
diagnosticaram a doenga pela primeira vez
no ano de 2000, sendo 0s responsaveis pela
identificacdlo do CVS-2 em materiais
arquivados desde 1988. Castro et al. (2007),
Castro et al. (2008), Chiarelli-Neto et al.
(2008), Ciacci-Zanella et al. (2009) tém
pesquisado sobre a diversidade genética e
distribuicdo geografica do CVS-2 no Brasil,
tendo estabelecido a presenca dos grupos 1 e
2, e subgrupos respectivos Ae B, D e E.

Timmusk et al. (2008) identificaram na
Suécia trés genogrupos (SG1, SG2 e SG3)
com base nas sequéncias génicas da ORF2 e
ORF3 e co-relacionaram a manifestacdo
destes genogrupos com a SACS. Foi
possivel definir que o SG1 apresentava
grande estabilidade genética e estava
associado com propriedades livres da

sindrome, o SG2 estava relacionado com o
aparecimento recente da SACS na
propriedade, enquanto o SG3 estava
correlacionado com granjas que
apresentavam histérico da doenca.

No Brasil o0 CVS-2 é endémico e devido a
diversidade de manejo e estruturas de
producdo caracteristicas de cada estado
produtor é de grande relevancia a definicéo
dos grupos e subgrupos do CVS-2
circulantes nos estados brasileiros. No
entanto, a maioria dos trabalhos realizados
estabeleceu o estudo filogenético através da
sequéncia da ORF2. No presente trabalho,
realizamos, além do estudo dos grupos e
subgrupos do CVS-2, o estudo filogenético
baseado na ORF3, um gene pouco estudado
até o momento. Buscou-se investigar a
possibilidade de pressdo seletiva sobre a
ORF3 e demonstrar a distribuicio
filogeografica das amostras nos diferentes
estados envolvidos com a suinocultura
brasileira.

2 OBJETIVOS

Estudo filogenético das ORF2 e ORF3 do
CVS-2 em amostras de suinos com sinais
clinicos das Sindromes Associadas a
Circovirose Suina (SACS) em granjas de
nove estados brasileiros.

Avaliacdo de pressdo de selecdo baseada na
sequéncia da ORF3 do CVS-2.

Estudo da distribuicdo geografica espaco-
temporal das amostras.

Correlacéo dos genogrupos da ORF3 com as
lesbes macro e microscOpicas e o titulo
infeccioso do CVS-2 nas amostras
estudadas.

Avaliacdo da relagdo entre as lesdes
histopatoldgicas observadas em animais com
sinais clinicos compativeis com a SACS e o
Complexo das Doencas Respiratorias dos
Suinos (CDRS).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas do Circovirus
suino tipo 2

O circovirus suino (CVS) é um virus
pequeno de aproximadamente 1.76 kb, com
17 nm de didmetro, né&o-envelopado,
icosaédrico e com genoma circular de fita
Gnica (Mcintosh et al., 2006; MclIntosh et
al., 2008).

Pertencente a  familia  Circoviridae,
composta atualmente de trés membros, o
virus da anemia infecciosa das galinhas
(CAV), o virus da doenga das penas e bicos
dos psitacideos (BFDV) e o circovirus suino
(CVS). Dois circovirus suinos (CVS) ja
foram identificados, o circovirus suino tipo 1
(CVS-1), contaminante de células PK-15, e
que ndo causa sintomatologia clinica em
suinos e o circovirus suino tipo 2 (CVS-2), o
qual tem sido associado com a ocorréncia
das Sindromes Associadas a Circovirose
Suina (SACS). Caracterizagbes fisico-
quimicas tém descrito diferencas entre CAV
e CVS quanto a sua organizagdo genémica e
estratégias de expressdo de proteinas e
revelaram pequena similaridade nucleotidica
e protéica. Sinais de poliadenilagdo
(AATAAA) estdo presentes em dois sitios
de nucleotidios (314-315, 973-978) e na fita
complementar num agrupamento de trés
posi¢des (incluindo 730-745, e um Unico
sitio na posigdo 571-576). Este arranjo de
sinais de poliadenilagdo é consistente com a
observacdo que no genoma do CVS ambas
as fitas transcrevem e geram trés distintos
RNA transcritos e codificam proteinas
especificas para 0 CVS (Meehan et al.,
1997).

A organizagdo gendmica do CVS e a
posicdo de 11 janelas abertas de leitura
(Open Reading frames ou ORFs) ja foram
determinadas (Figura 1). Os valores da
massa molecular de sete dessas proteinas séo
em ordem descendente: ORF1, 35-37 kDa

(nt 47-983); ORF2, 27,8 kDa (nt 1723-
1024); ORF3, 23,2 kDa (nt 685-40); ORF4,
13,3 kDa (nt 552-207); ORF5, 9,8 kDa (nt
1163-1448); ORF®6, 6,7 kDa (nt 1518-1332);
ORF7, 6,0 kDa (nt 1670-79). As janelas
abertas de leitura 1, 2, 4, 5, 6 contém
sequéncias de  glicosilacdo  (também
chamadas sequéncias de asparaginas NXS
ou NXT, onde o X representa qualquer
aminoacido) (Hamel et al., 1998).

Origem de Replicacdo

ORF1

Figura 1 Diagrama esquematico do genoma
completo do CVS-2. A origem de replicacdo esta
localizada entre as ORFs 1 e 7 (Kim e Lyoo,
2002)

Na ORF2 do CVS-1 e do CVS-2 (Hamel et
al., 1998) existem sitios de glicosilacdo
responsaveis pela codificacdo de proteinas
que permitem modificagdes pds traducionais
(fosforilacéo, sulfatacéo, metilacéo,
acetilacdo e hidroxilacdo) responsaveis pelos
diferentes tamanhos das proteinas.

Os circovirus sdo 0s menores Virus capazes
de replicacdo autbnoma em células de
mamiferos. Devido & sua simplicidade
gendmica e estrutural, a replicacdo requer a
participacdo de varias proteinas das células
hospedeiras e ocorre durante a fase S do
ciclo celular. A replicacdo do genoma ocorre
no nucleo das células e envolve a sintese de
uma molécula de DNA de fita dupla
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(replicativo intermediario). Apés a sintese
do replicativo intermediario, o genoma é,
provavelmente, replicado pelo mecanismo
de circulo rolante (Figura 2). A replicacdo
do genoma se inicia logo ap6s a penetracao
do virus na célula, pela sintese da fita
complementar de DNA. Sitios de ligacéo de
fatores de transcricdo possuem papel
importante na regulacdo da transcricdo do
genoma (regido do promotor) e constituem a
parte ndo-transcrita do genoma. Ap0s sua
sintese, 0 DNA replicativo intermediario é
transcrito em RNAmensageire (RNAR). A partir
do DNA replicativo intermediario, sao
produzidas moléculas de DNA de fita
simples circulares, correspondentes ao DNA
genbmico. Essas moléculas sdo
encapsidadas por multiplas coOpias da
proteina do capsideo. A morfogénese ocorre
no nacleo por mecanismos ainda néo
esclarecidos (Flores, 2007).

ORF1
ORF2

Y \ .

o

@) g Proteinas
4 [oXe) 4 virais
—> > A
DNA fita dupla 5/

/

(replicativo \
intermediario) 5
~
1 Y :

DNA circular

fita simples Pro_géme
viral

Figura 2 Esquema do mecanismo replicativo
circulo rolante utilizado pelos virus do género
circovirus (adaptado de Flores, 2007)

3.2 Os principais genes do circovirus
do tipo 2 e suas caracteristicas

Os principais genes codificados pelo
genoma viral sdo: na fita positiva, 0 gene
replicase (Rep) de 942 bp codificador da
proteina Rep responsavel pela replicacdo do

AAAAN 3'

CVS-2, 0 gene ORF3 de 315 bp relacionado
a patogenicidade, e na fita negativa o gene
capsideo (Cap) de 702 bp que codifica a
proteina do capsideo de aproximadamente
30kDa (Hamel et al., 1998).

3.3 ORF1 e a proteina Rep

O gene ORF1 é altamente conservado entre
CVS1 e CVS2, com identidade na sequiéncia
de nucleotidios de aproximadamente 83%,
enguanto que a ORF2 tem identidade de 67-
70% exibindo uma alta taxa de variacdo
comparada com a ORF1 (Olvera et al.,
2007). A ORFL1, através do processamento
alternativo, produz diferentes transcritos
primarios que resultam em proteinas
diferentes: Rep e Rep’. Ambas séo
essenciais para a replicagdo do CVS, estando
associadas com a estrutura em grampo na
origem de replicacdo (Hamel et al., 1998).

Na origem de replicacdo, ligadas com Rep e
Rep’, estdo sequéncias e estruturas
secundarias criticas para o0 inicio da
replicagdo, incluindo uma bem conservada
nonomérica na porgéo proximal
(nucleotidios na posicdo 1753-2), seguida
por quatro repeticbes de uma sequéncia
hexamérica (Meehan et al., 1997).

A proteina Rep tem ainda a capacidade de
interagir fortemente com uma proteina
filamentosa intermediaria do citoesqueleto
cuja seqliéncia de aminodcidos é altamente
similar a proteina intermediaria sincoilina.
Este tipo de filamentos esta distribuido
através de todo o citoplasma, mas se
localizam empacotados adjacentes ao
ndcleo. Além disso, filamentos
intermediarios estdo em intima associacdo
com o nucleo na maioria das células, e seus
componentes podem até mesmo afetar o
formato do ndcleo (Timmusk et al., 2006).

Através dessa interagdo o CVS-2 utiliza
filamentos do citoesqueleto para o transporte
de proteinas virais ou particulas para locais
subcelulares. E por meio deste mecanismo
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pode transportar a proteina Rep para o
citoplasma a fim de regular algumas fases do
ciclo de vida do virus assim como, ser
transportada para o nucleo ligando-se ao
DNA viral e transportd-lo ou mesmo
sequestra-lo. O que explicaria a presenca de
DNA viral inativo no interior de células
dendriticas (Vincent et al., 2003; Timmusk
et al., 2006).

As  proteinas  ndo-estruturais  podem
desempenhar importante papel na replicacdo
viral assim como na patogénese através de
sua atividade apoptdtica (Liu et al., 2005).
Stevenson et al. (2007) determinaram que a
proteina Rep (aa 81-100 e aa 201-220) e a
proteina codificada pela ORF3 séo proteinas
ndo estruturais codificantes de epitopes
imunodominantes para linfocitos T.

3.4 ORF2 e a proteina Cap

A proteina Cap codificada pela ORF2 ¢é
considerada o principal imundgeno para
linfécitos B, induzindo anticorpos
neutralizantes apos infeccdo com o CVS-2
(Olvera et al. 2007; Stevenson et al., 2007).

Larochelle et al. (2002) num estudo de
caracterizacdo genética e analise filogenética
do CVS-2 observaram a ocorréncia
mutacles nucleotidicas no gene Cap que
induziram substituicdes de aminoacidos,
algumas das quais ndo-conservativas. De
Boisséson et al. (2004) identificaram 5
principais regibes de heterogeneidade de
aminoacidos (59-91, 121-134, 185-191, 206-
215 e 232-234) entre os isolados de CVS-2 e
determinaram que em todas as sequéncias de
aminoacidos da ORF2 usadas em seu estudo
0 aminoéacido (aa) 110 é prolina, e 0 aa 191 é
glicina, arginina ou alanina.

Lohse et al. (2008) estudando dois grupos de
suinos com e sem a SACS, identificaram
uma delecdo na seqliéncia nucleotidica do
gene Cap de CVS-2 isolado de animais com
a SACS. A perda de um unico nucleotidico
na terminacdo 3’ da seqliéncia codificadora

da proteina Cap, embora ndo tenha
influenciado no tamanho da proteina do
capsideo, resultou na incorporacdo da
asparagina no penultimo aminoacido na
proteina ao invés de lisina. Entretanto,
mesmo com ambos 0s aminoacidos polares,
e tendo como Unica diferenca sua carga
elétrica, ndo foi possivel determinar se suas
diferentes propriedades poderiam influenciar
a funcéo da proteina cap.

Kim e Lyoo (2002) especularam que
alteracbes na ORF2 poderiam  ser
responsaveis pela variacdo na proteina do
capsideo e na patogenicidade do CVS-2
através da alteragdo de determinantes
envolvidos no tropismo tissular ou nas
interacdes virus e hospedeiro.

Truong (2001) determinou que 0s primeiros
46 aminoacidos de sua por¢do N-terminal
parecem ndo estar envolvidos na formagéo
dos epitopes conformacionais e contém
residuos ricos em aminoacidos basicos,
podendo estar envolvidos com a formacéo
da superficie interna do virion e interagir
com cargas negativas do DNA gendmico
durante a montagem do virus. Os
aminodacidos localizados do residuo 47 até
sua porcdo C-terminal possivelmente
constituem a superficie externa do virion,
uma vez que contém sequéncias essenciais
para o reconhecimento por anticorpos mono
e policlonais. As sequéncias de aminoacidos
a partir dos residuos 47 a 62, 165 a 200,
assim como 0s quatro Ultimos aminoacidos
de sua porcdo C-terminal se dispdem bem
proximos formando um grupo de epitopes
conformacionais na superficie do virion.

Estes achados corroboram aqueles de Hamel
et al. (1998), Kim e Lyoo (2002), De
Boisséson et al. (2004) e Olvera et al.
(2007) que identificaram como dominios
antigénicos da proteina Cap 0s peptideos
localizados entre os aminoacidos 65-87,
113-147, e 193-207, e sugeriram que
expostos a pressao seletiva imune poderiam
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estar envolvidas na emergéncia de variantes
do CVS-2.

As subunidades da proteina Cap mantém
formacdo dimérica e interacdo com outras
proteinas, como a prépria Rep, através de
residuo de cisteina, circundado por uma bem
conservada regido de 12 a 16 aminoacidos
(Timmusk et al., 2006). Gilpin et al. (2003)
demonstraram que a proteina Rep do CVS-2
estd localizada no nucleo de células
infectadas PK15, enquanto a Cap p6de ser
detectada no nucleo e citoplasma, havendo
uma correlacdo entre ambas as proteinas.

A multiplicagdlo do DNA do circovirus
ocorre essencialmente através da replicacao
ciclo rolante (Rolling circle replication ou
RCR) de forma semelhante aos geminivirus
de DNA fita simples. A proteina do capsideo
pode desempenhar importante papel no
controle do numero de copias de DNA viral,
uma vez que sua reducdo ou inativacdo pode
resultar em drastica redugdo no acimulo de
DNAss e aumento de trés a cinco vezes no
DNAds (Briddon et al., 1989). Esta
interferéncia  na  verdade, ndo é
surpreendente, uma vez que proteinas do
capsideo sdo expressas tardiamente no ciclo
de infeccdo, 72 a 96 horas pos-infecgdo e
podem influenciar o0s estigios iniciais,
incluindo a sintese de DNA (Padidam et al.,
1999; Fintersbusch et al., 2005).

Assim o fato de Cap localizar-se no nucléolo
e Rep no nucleoplasma durante a fase inicial
da infeccdo, com a posterior co-localizacdo
de ambas as proteinas no nucleoplasma
parece indicar que o RCR do CVS ¢é
controlado e interrompido pela interacdo
entre Cap-Rep (Timmusk et al., 2006).

3.5 ORF3 e a proteina ORF3

Liu et al. (2005) estudando a possibilidade
de uma das janelas abertas de leitura do
CVS-2 ser a responsavel pela codificacdo de
proteina envolvida na apoptose induzida
pelo virus, avaliaram a ORF3, de 315 pares

de base (pb) de comprimento, como
candidata. A comparacdo com o CVS-1,
mostrou que a ORF3 do virus tipo 1, ndo
patogénico, possui um comprimento de 612
pb, além do fato de que entre as ORF3 dos
dois tipos de virus havia uma similaridade
de aminodcidos de apenas 61,5%. Tal estudo
indicou que a diferenga entre esses
fragmentos poderia estar relacionada com a
patogenicidade do CVS-2. O estudo da
infeccdo de células PK15 com o CVS-2
permitiu definir que a proteina ORF3 ¢é
expressa e predominantemente localiza-se
no nacleo das células infectadas. A partir
dessas informacBes procurou-se determinar
como o CVS-2 induziria apoptose em
celulas PK15 e se a proteina ORF3 estaria
envolvida. Os resultados demonstraram que
CVS-2 induz apoptose em células PK15 via
proteina ORF3 através da ativagdo do
iniciador da caspase 8 seguido pela ativacéo
do efetor da caspase 3 e que na auséncia
desta proteina a atividade apopto6tica pode
ser significativamente reduzida.

Wei et al. (2008) demonstraram que a
proteina ORF3 tem analogia funcional a
proteina ndo-estrutural VP3 (apoptina) do
virus da Anemia Infecciosa das Aves
(CAV), responsével pela apoptose em
celulas T linfoblastoides e implicada na
patogénese do virus.

Hiscott et al. (2001); Ameisen, (2002) e
muitos outros autores determinaram que a
habilidade de ativar a cascata de sinalizacdo
dos fatores de transcricdo da familia NF-
kB/IkB, e a ativagdo de seus mais de 100
genes alvo, dos quais a maioria faz parte da
resposta imunoldgica (inata e adaptativa),
deveria ser considerado um fator relevante
na infeccdo e propagacdo viral. O NF-xB
apresenta tanto propriedades antiapoptoticas
gue permitem o microorganismo evadir 0s
mecanismos de defesa que limitam a
replicacdo viral, como apoptéticas que
facilitam a disseminagdo da progénie viral
pela limitacdo da inducdo de respostas
inflamatdrias e imunoldgicas, protegendo os
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virions do contato com  anticorpos
neutralizantes. Devido ao seu extenso papel
na resposta imunoldgica, 0 NF-kB tem sido
chamado de mediador central da resposta
imune. E consiste num atraente alvo para
patégenos virais como o Circovirus Suino
do Tipo 2, Retrovirus, Adenovirus, Herpes
Virus (De Bosscher et al., 2006). Wei et al.
(2008)  definiram que a proteina
proapoptética p53 deveria ser considerada
responsiva ao NF-kB, sendo sua expressdo
aumentada em células infectadas pelo CVS-
2.

Dentro deste contexto, Karuppannan et al.
(2008) determinaram que apds o uso de um
inibidor da ativacdo do NF-«xB foi possivel
reduzir a ativacdo da cascata apoptética
induzida pelo CVS-2. E estudando a atuagéo
do CVS-2 sobre a cascata de sinalizacdo da
familia NF-xB/IkB determinaram que em
cultivo de células PK15 o virus seria capaz
de promover a degradacdo e fosforilacdo da
IxBa. e ativacdo do fator de transcricdo
nuclear NF-xB, pelo aumento da atividade
da proteina P65, ~com conseqlente
translocacdo para o nlcleo e ativagdo de
genes.

Steveson et al. (2007) demonstraram em
cultivos celulares que a proteina ORF3 do
CVS-2 pode interagir com pPirh2, uma
proteina homologa a ligase E3, promovendo
0 acumulo da proteina pro-apoptotica p53 e
modulando sua funcdo. Foram dois o0s
mecanismos observados: i) a interagdo da
ORF3 com a pPirh2 pode mediar a auto-
degradacdo da pPirh2 e subsequentemente
reduzir sua habilidade para ubiquitinizar a
p53, ii) através da interagdo com o dominio
da p53 sobre pPirh2 (residuos 120-137), a
ORF3 pode bloquear a interacdo da p53 com
a pPirh2 e a subseqiiente ubiquitinacdo e
degradacéo da p53.

Liu et al. (2007) observaram que CVS-2
mutantes que perderam a capacidade de
expressar a proteina ORF3 ou tiveram sua
ORF3 truncada, impedindo sua interacdo
com a pPirh2, ndo foram capazes de

promover o acumulo de p53 em células
infectadas, ndo causando portando apoptose
em células PK-15. Através deste trabalho os
autores hipotetizaram que a apoptose
induzida pela ORF3 pode ser um fator que
auxiliaria na dispersdo do CVS-2 in vivo
pela indugdo da apoptose em macrofagos e
células dendriticas.

3.6 Epidemiologia molecular e
filogenia do CVS-2

Estudos moleculares a fim de determinar a
filogenia molecular do CVS-2, sua
diversidade genética, sua distribuicdo
geografica e a existéncia de variantes tém se
multiplicado em todos os paises produtores
de suinos, na tentativa de relaciona-los com
a presenca de mutagdes, pressdo de selegéo,
viruléncia e patogenicidade.

Entre os primeiros trabalhos de filogenia
destaca-se 0 de Fenaux e colaboradores
(2000) que buscaram determinar a extenséo
da heterogeneidade genética de isolados do
CVS-2 através do estudo do genoma
completo de seis isolados originarios de
diferentes regibes da América do Norte
comparando suas sequéncias com outras do
Canada, Franga, Alemanha, Irlanda e
Taiwan disponibilizadas no Genbank. Os
resultados indicaram que o genoma do CVS-
2 era geralmente estavel entre diferentes
isolados embora pudessem haver diferengas
nas sequéncias gendmicas a partir de
diferentes regides geografica. Os resultados
obtidos permitiram a construcdo de arvore
filogenética que possibilitou diferenciar
sequéncias homoélogas em ramos distintos
(Figura 3) (Fenaux et al., 2000).
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Figura 3 Arvore filogenética baseada na sequéncia nucleotidica completa de isolados do CVS-2 e
construida através do programa PAUP (Fenaux et al., 2000).

Hamel e colaboradores (2000) identificaram
e caracterizaram sequéncias de CVS-2
originarias do Canada em cinco categorias
chamadas de CVS-2A-E. A comparacdo
dessas com as sequencias de isolados do
CVS-2 até entdo disponibilizadas no
Genbank e a observacdo da arvore
filogenética construida permitiu inferir que:
todas as sequéncias estudadas tinham
proximidade filogenética correspondendo a
um grupo distinto em relagdo ao CVS-1; que
os isolados dos EUA pareciam estar
relacionados com as sequéncias nomeadas
de CVS-2A, B e E (Figura 4); que o0s
isolados de Taiwan pareciam estar proximos
daqueles dos EUA; que os isolados do
Canada mostravam maior proximidade com
a sequéncia nomeada CVS-2B e que as
sequéncias nomeadas de CVS-2 C e D
mostravam maior similaridade com isolados
da Franca.

Fr-1

Fr-2
PCV-2C
PCV-2D
— PCV-2E
Tae-1
FE Tae-2
Can-2
Can-5
Can-3
K Can-4
Can-1
PCV-2B
uUs-1
PCV-2A
us-2

— PCV-1

Figura 4 Arvore filogenética construida a partir
das sequéncias CVS-2A-E do presente estudo e
de 11 sequéncias disponibilizadas do Genbank e
originarias do EUA, Canada, Franca, e Taiwan
(Hamel et al., 2000).
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Ainda no ano 2000, Mankertz e
colaboradores estudaram a relacdo entre
CVS-2 isolado de animais afetados com
SACS na Alemanha, Espanha e Franga com
sequéncias disponiveis no Genbank de
isolados do Canada, Taiwan e, EUA. A
partir dos resultados obtidos os autores
hipotetizaram que poderia haver uma rota de
transmissdo ou re-transmissdo do CVS-2
entre 0s continentes e que os isolados da
Europa, Canadd e Taiwan estariam
relacionados enquanto aqueles dos EUA
seriam filogeneticamente diferentes e,
portanto agrupados separadamente em outro
ramo.

Larochelle e  colaboradores  (2002)
estudaram isolados do Oeste do Canada
identificados em surtos de infec¢gdo nos anos
1990 a 2001 de casos apresentando
variedade de condigdes clinicas, e o0s
compararam filogeneticamente com outros

us-isus1

979

disponibilizados no Genbank e originarios
de USA, Franca, Alemanha, Espanha,
Holanda, Reino Unido, Taiwan, China. As
andlises filogenéticas de todas as sequéncias
revelaram um grande grupo ou gendtipo
bem distinto e composto de isolados da
Europa, Taiwan, China e Canadd (3
sequéncias do Genbank e 13 sequéncias do
presente estudo), dividido em varios
pequenos subgrupos, em dois dos quais 0s
isolados do Canadd do presente estudo
foram filogeneticamente mais proximos de
isolados da Alemanha. Enquanto que as
demais sequéncias a partir do EUA e do
Canada (8 sequéncias do Genban e 21 do
presente estudo) foram observadas num
outro grupo ou gendtipo, dispersas em
pequenos agrupamentos (Figura 5).

CAN-2D

CAN-2C
1000 ————— UK-Imp.1147
FRA2

1000

FRA3
NL-24657
FRA1

CAN-92V4

298 SPA2
—— " s seaa
E-1

PA1
1000 —— TAIWAN-TAINAN
——— TANWVAN-MLTWSS

Figura 5 Arvore filogenética construida a partir de 34 isolados do CVS-2 do Canadé e de 36 sequéncias
do virus disponibilizadas no Genbank (Larochelle et al., 2002).
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O alinhamento de aminodcidos da proteina
codificada pela ORF2 nas sequéncias do
presente trabalho permitiu a identificacéo de
trés regides de heterogeneidade de
aminoacidos consideradas principais entre
os isolados do CVS-2: posicdes 59-80, 121-
136, e 180-191, sendo que duas dessas
regides (59-80, 121- 136) correspondiam a
duas areas imunoreativas dominantes (65-87
e 113-147) identificadas previamente por
Mahé et al. (2000). Os autores discutiram a
possibilidade de exposicdo dessas regides
imunodominantes da proteina do capsideo a
pressdo imune seletiva e consequente
envolvimento na emergéncia de variantes do
CVS-2. Entretanto, ndo foi possivel
relacionar dentre as sequéncias observadas
nenhum aminoacido motif para estas duas
regides da proteina do capsideo que
pudessem ser associados com os isolados
identificados a partir de casos clinicos da
doenca ou de outras condicGes clinicas. Os
autores  apoiaram sua hipétese na
argumentacdo de que determinantes da
viruléncia viral sdo geralmente multigénicos
enquanto que os determinantes da resisténcia
e/ou suscetibilidade do hospedeiro séo
multifatoriais e dessa forma a existéncia ou
papel de outros genes ou mesmo de regides
génicas na viruléncia dos isolados do CVS-2
ndo poderiam ser excluidos. Assim apesar
dos esforcos, mais uma vez, ndo foi possivel
estabelecer quais e se regides
imunodominantes poderiam estar realmente
incriminadas com marcadores moleculares
da doenca.

Os surtos de infeccdo pelo CVS-2 em suinos
continuaram sendo relatados e confirmados
por diversos grupos de pesquisa em todo o
mundo, independente das condi¢bes de
manejo, sanitarias e de saude dos plantéis.
Pesquisas visando a caracterizacdo genética
do virus assim como a identificacdo de
novos variantes prosseguiram e um grande
namero de isolados de diferentes paises com
alta similaridade de nucleotideos (95 a
100%) foi identificado e suas sequéncias
disponibilizadas no Genbank. Estudos

moleculares foram conduzidos na tentativa
de relacionar as variacBes genéticas do
CVS-2 com mutagdes, pressdo seletiva,
alteragbes na patogenicidade, e origem
geografica, entretanto, apesar de todos 0s
esforgos conduzidos ndo foi identificado
qualquer marcador molecular que pudesse
ser associado com alguma caracteristica
particular da doenca (Fenaux et al., 2000;
Choi et al., 2002; Larochelle et al., 2002;
Pogranichniy et al., 2002; De Boisséson et
al., 2004).

Apos os primeiros relatos o CVS-2 tornou-
se quiescente no Canada, exceto por casos
esporadicos, e somente em 2004 foi
observado evidente aumento na incidéncia e
severidade da SACS no Oeste do Canada
(Delay et al., 2005), difundindo-se nos
Estados Unidos, paralelamente, através da
Carolina do Norte e nos estados do Meio-
Oeste, com relatos sobre uma possivel
introducdo de uma nova amostra dentro da
América do Norte, uma variante mais
virulenta.

De Boisséson e colaboradores (2004)
estudaram filogeneticamente 47 isolados do
CVS-2, 24 sequéncias disponibilizadas no
Genbank (Franga, Espanha, Holanda, Reino
Unido, Alemanha, USA, Canada, Taiwan,
China, Japdo, Coréia) e 23 sequéncias do
presente estudo, pertencentes a plantéis
livres da SACS e com sinais clinicos da
doenca. Neste estudo os autores sugeriram a
partir da construgdo da arvore filogenética
que as sequéncias fossem distribuidas em
dois diferentes gendtipos (Figura 6).
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Figura 6 Arvore filogenética de 47 isolados do
CVS-2: 23 sequéncias do presente estudo e 24
sequéncias disponibilizadas no Genbank (De
Boisséson et al., 2004).

No primeiro, denominado cluster I, foram
agrupadas as sequéncias da Franga, Reino
Unido e Holanda, enguanto no segundo
grupo ou cluster Il, foram reunidas todas as
demais sequéncias a partir dos EUA, Asia,
Alemanha e Espanha. Foi observado pelos
autores que as sequéncias agrupadas no
grupo | (cluster 1) apresentavam uma
delecdo de nucleotideo localizado na parte C
terminal da ORF2 resultando em uma
alteracdo de aminodcido previamente
descrita por Mankertz et al. (2000). Neste
grupo foram detectados dois subgrupos (la e
Ib) enquanto no grupo Il (cluster II) foi
identificado um subgrupo denominado de
lla. Um fato relevante neste trabalho foi a
observacdo do alto grau de conservacdo
entre as sequéncias, considerando a grande
diversidade geogréfica e a prevaléncia do
virus. Os autores sugeriram que este fato
poderia ser o produto de diversos “gargalos”
genéticos pelos quais o CVS-2 tenha sido
submetido, ou ainda, ser relacionado com a

histéria do hospedeiro, uma vez que,
evidéncias moleculares sugeriam que a
domesticacdo de suinos ocorreu &
aproximadamente 9000 anos atras, tendo
havido uma enorme introducdo de suinos na
Europa nos séculos 18 e 19 a partir da Asia.
Diante dessas afirmacbes 0s autores
concluiram que os surtos de infeccdo pelo
CVS-2 nédo estariam relacionados com a
introducdo de novos variantes, que o CVS-2
deveria ser considerado bem adaptado ao
hospedeiro devido a sua alta prevaléncia
entre animais saudaveis (sem sinais clinicos
da doenca) e, que como apenas um clone do
virus foi identificado em cada animal
provavelmente a taxa de mutacdo do
genoma do CVS-2 poderia ser considerada
de maneira geral como baixa. Entretanto os
autores ressaltaram que possivelmente a
capacidade de evolugdo do CVS-2 até micro
regides geograficas poderia ser considerada
evidente, desde que diferentes clones do
virus foram identificados em todas as
propriedades avaliadas.

Opriessnig e colaboradores (2006) buscaram
estabelecer correlagdo entre  variantes
originarios de animais com e sem lesdes da
SACS e a patogenicidade do CVS-2 em
estudo esperimental com suinos SPF. Foi
estudada a identidade de nucleotideos, o
namero de copias do virus no soro e ainda,
as lesbes microscopicas induzidas com a
detec¢do do antigeno viral. Foi determinado
que os isolados estudados, originarios dos
EUA, além de geneticamente diferentes,
tinham distinta viruléncia, possivelmente
devido as diferencas observadas nos
aminoacidos da ORF2, uma vez que
mutacOes na proteina do capsideo poderiam
afetar a montagem da particula virica, a
replicacdo viral, e a capacidade de ligacédo
aos receptores do hospedeiro.

O aumento na incidéncia da SACS nos
plantéis do Canada impeliram o grupo de
Gagnon (2007) a desenvolver um estudo
envolvendo 13 casos de SACS isolados da
provincia do Quebec no ano de 2005, e mais
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57 sequéncias disponibilizadas no Genbank
previamente utilizadas por Larochelle et al.
(2002). As analises filogenéticas
determinaram a mesma divisdo em dois
genotipos, descrita por Larochelle et al.
(2002), detectaram alta similaridade de
aminoacidos (99 a 100%), e identificaram
isolados do CVS-2 no gendtipo 2b que
nunca tinha detectado no Canada. Diante
destes resultados inusitados os autores
avaliaram outras 83 sequéncias de casos
positivos de infeccdo pelo CVS-2 no
Canada, nos anos de 2005 e 2006, e
determinaram que 79,5% destas sequéncias
pertenciam ao genétipo 2b, confirmando
definitivamente a presenca do gendtipo 2b
do CVS-2 no Canad4 assim como na Europa
e Asia.

Nessa mesma época, Varios outros grupos de
pesquisa identificaram o gendtipo CVS-2b
relacionado com casos severos da doenca
nos EUA e Europa (Carman et al., 2006;
Cheung et al., 2007; Gagnon et al., 2007;
Horlen et al., 2007; Dupont et al., 2008;
Grau-Roma et al., 2008).

Castro et al. (2007) avaliou 870 animais
durante o periodo de abril de 2001 a outubro
de 2004, detectando 0 CVS-2 em 20 (2,3%)
suinos, sendo nove animais da categoria
maternidade (< 60 dias), seis animais do
crescimento (>60 dias) e cinco animais de
abate, sendo trés refugo (95Kg e 150 dias de
idade) e dois normais (95Kg e idade +150
dias). Apenas 19 isolados tiveram 699
nucleotideos seqlienciados correspondente a
ORF-2. As sequéncias nucleotidicas dos
isolados foram alinhadas, tendo sido
utilizado 12 sequéncias do GenBank como
referéncia  originarias Estados  Unidos
Canada, Reino Unido, Africa do Sul,
Taiwan, China, Japdo, Coréia, Austria,
Hungria, Franca. A identidade entre as 19
amostras brasileiras foi de 91,9-100%, com
64 sitios polimérficos, tendo sido
considerada bastante alta e relevante por
envolver amostras de origens geograficas tdo
distintas. Os autores correlacionam com este

fato & baixa pressdo de selecéo e a auséncia
de introdugdo de novos  variantes,
possivelmente devido a mesma origem
genética dos plantéis nas diferentes regides.
Dentre as amostras com 100% de identidade,
uma era origindria do estado de Minas
Gerais enquanto outra de Santa Catarina. O
alinhamento das sequéncias brasileiras com
de outros paises demonstrou uma identidade
de nucleotideos variando de 91,2-100%. Foi
observada 100% de identidade entre a
amostra 10 (Minas Gerais) e as amostras
FRA2 e UK, possivelmente devido a
importagdo de suinos da Europa com
introducdo em plantéis de Santa Catarina e
Minas Gerais. A arvore genealdgica
construida pelo algoritmo Neighbor-Joining
demonstra a divisdo das 19 amostras
brasileiras em dois grandes grupos, CVS-2A
e CVS-2B, tendo sido o grupo denominado
de CVS-2B subdividido em dois subgrupos.
Através da analise filogenética neste
trabalho foi demonstrado a presenca dos
subtipos CVS-2A e B no Brasil e sua relacéo
com isolados de outros paises (Figura 7).
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Figura 7 Arvore filogenética construida pelo
método de Neighbor Joining (NJ) dos 19
isolados  brasileiros e 12  sequéncias
disponibilizadas no Genbank originarias de
diferentes paises (EUA, Canada, Reino Unido,
Austria, Franga, Hungria, Africa do Sul, Taiwan,
China, Japdo) (Castro et al., 2007).

Ainda em 2007, Olvera e colaboradores
utilizando marcadores de posicdo indel
(mutacdo causada pela insercdo ou delecédo
de um ou mais nucleotideos) no genoma dos
genes ORF2 (gene cap) e ORF1 (gene rep)
sugeriram o agrupamento dos isolados do
CVS-2 em dois grupos (ou genotipos):
grupo 1 (1767 nucleotideos) subdividido nos
subgrupos 1A a 1C, e grupo 2 (1768
nucleotideos) subdividido nos subgrupos 2A
a 2E (Figura 8 e 9), e, também, a
possibilidade de diferenciacdo dos dois
genotipos baseado em uma posicdo indel,
localizada logo apds o cédon de parada do
gene da ORF2 na posi¢cdo 1033 no genoma
do CVS-2.

PCV2
group 1

PCV2
group 2

TO0ITO0H00 - Qutgroups

Figura 8 Arvore filogenética baseada no método
de Neighbor-Joining (NJ) demonstrando o
agrupamento de sequéncias do CVS-2 nos
grupos 1 e 2 e seus respectivos subgrupos
(Olvera et al., 2007).
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Figura 9 Marcadores de posigdo indel nos genes da ORF2 e ORF1, localizados nas 1% 2% 3% posicGes dos

cédons (Olvera et al., 2007).

Cheung et al. (2007) confirmaram a divisao
dos genotipos proposta por Olvera et al.
(2007), estudando amostras de tecidos de
suinos infectados, em surtos agudos da
doenca observados em 2005, nos estados de
Kansas, lowa e Carolina do Norte. Seus
resultados identificaram pela primeira vez o
grupo 1 além do grupo 2 entre isolados
origindrios dos EUA e descreveram a
impressionante  proximidade filogenética
entre os isolados do grupo 1 com outros
previamente descritos na Europa e Asia.
Além disso, distinguiram os isolados do
grupo 1 e 2 a partir de caracteristicas
observadas no genoma e nas proteinas
codificadas pelos genes da ORF1, ORF2 e
ORF3, como alteracdo nucleotidica na
posicdo 551 da proteina ORF3, resultando
em variacdo de residuos de aminodcidos
(Gly/Arg/Ser no grupo 2 e Ser/Gly no grupo
1) e alteracdo na sequéncia nucleotidica dos
genes da ORF2 nas posicdes 1486-1472 nos
isolados do grupo 1 (TCA/AAC/CCC/CG
codificando na posi¢do 5’ a sequéncia de
aminoacidos SNPRSV) e nas posicOes 1487-
1473 nos isolados do grupo 2
(ACC/AAC/AAAI/AT  codificando na
posicdo 5’ a sequéncia de aminoacidos
TNKISI).

Dong-Jun et al. (2007) caracterizaram
filogeneticamente o CVS-2 em suinos,
diagnosticados com a SACS e com a
Sindrome de Nefropatia e Dermatite, no
periodo de 1999 a 2006, na Coréia. A
andlise filogenética das sequéncias, 36
isolados da Coréia e 197 sequéncias
disponibilizadas no Genbank (Europa,

Américas, Asia e Africa), demonstrou que
Holanda, Tailandia e Reino Unido
pertenciam ao grupo 1, enquanto que Japéo,
Canada, Espanha, Taiwan, e Africa do Sul
pertenciam ao grupo 2, e, que ambos 0s
grupos podiam ser observados na Coréia,
Franca, Hungria, Austria, Alemanha, Brasil
e EUA. O alinhamento mdltiplo das
sequéncias e a analise filogenética do
genoma da ORF2 permitiu dividir as
sequéncias nos grupos 1 (1A ou 1B, 1C) e 2
(2A a 2E), com resultados semelhantes aos
de Olvera et al (2007), exceto pelos
subgrupos 1A e 1 B que ndo puderam ser
individualizados sem a analise do gene da
ORF1, a qual tem a sequéncia chave para
esta distincdo. Os autores avaliaram ainda as
posicdes nucleotidicas 262-267 e 88-89 na
ORF2 e observaram a  sequéncia
CCCCG/TC presente nos isolados do grupo
1, e AAAATC no grupo 2, além de localizar
os aminoacidos Pro/Arg (CCCCGC), em
56,7% dos isolados do grupo 1, Pro/Leu
(CCCCTC) em 9% dos isolados, subgrupos
1A ou 1B e 1C, e Lys/lle (AAAATC) em
34,3% dos isolados, subgrupos 2A a 2E
conforme sugerido por Cheung et al. (2007).
Mas nédo obtiveram sucesso na tentativa de
distinguir diferengas entre os genotipos do
CVS-2 e os sinais clinicos que os animais
apresentavam, uma vez que ambos o0s
genodtipos, 1 e 2 do CVS-2, puderam ser
observados em animais saudaveis, com
sinais clinicos da Sindrome de Nefropatia e
Dermatite, ou da SACS.

Timmusk et al (2008) desenvolveram estudo
longitudinal com sequéncias genémicas do

33




CVS-2 em amostras coletadas a partir de
suinos saudaveis e afetados pela SACS, no
periodo pré e pos reconhecimento da SACS
na Suécia. Através de alinhamentos
maltiplos das sequéncias da ORF2
amplificados nas amostras do estudo, foram
identificados trés principais genogrupos
(SG1, SG2, SG3), que comparados com
isolados previamente classificados segundo
Olvera et al. (2007) demonstraram
similaridade  génica.  Diferengas  nas
sequéncias de aminoacidos dentro da
proteina codificada pela ORF2 nos trés
genogrupos foram estudadas. Os resultados
demonstraram que nas posi¢des 57-91 houve
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em SG3, refletindo modifica¢do nucleotidica
de AAAATC em SG1 e SG2 para CCCCGC
em SG3. A comparagdo desses resultados
com Cheung et al. (2007) permitiu
reconhecer 0s genogrupos SG1 e SG2
dentro do CVS-2 do grupo 2 e SG3 em
CVS-2 do grupo 1. A fim de estudar a
possibilidade de uma correlagdo entre os
gendtipos e a doenca foram amplificadas
sequéncias do gene da ORF3 nas amostras.
Através do alinhamento mdltiplo das
sequéncias da ORF3 e daquelas da ORF2 foi
possivel estabelecer correspondéncia entre
genogrupos (SG1 a SG3) de ambas as ORFs
(Figura 10).
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Figura 10 Arvores filogenéticas baseadas na ORF2 (a) e ORF3 (b) do CVS-2 com as sequéncias
genbmicas representativas dos trés genogrupos (SG1, SG2, SG3) (Timmusk et al., 2008).

Uma vez que havia na literatura a presuncéo
de envolvimento da ORF3 com a
patogenicidade do CVS-2 (Liu et al., 2006)
0S autores procuraram estabelecer uma
correlacdo entre os genogrupos da ORF3 e
os sinais clinicos, lesGes patoldgicas e
imunohistoquimica dos isolados. Tendo sido
possivel observar que os isolados agrupados
em SG1, detectados apenas em criatorios
livres da doenca, exibiam alta estabilidade
genética e pareciam estar relacionados a
cepa menos patogénica do CVS-2 circulante

na Suécia; os isolados agrupados em SG2,
localizados em fazendas com deteccdo
recente da SACS foram sugeridos como
moderadamente patogénicos enquanto que
isolados de SG3 predominaram em
criatérios com histérico da SACS e foram
considerados como de maior viruléncia, e
incriminados com o desenvolvimento dos
sinais clinicos da doenca nos plantéis da
Suécia. Estes resultados indicaram a
possibilidade de correlacionar os gendtipos
da ORF3 do CVS-2 com a manifestacdo
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clinica da doenca e a ORF3 como marcador
de epizootia nos plantéis.

O uso corrente de diferentes classificagdes
gue variavam segundo 0s grupos de pesquisa
conduziram a busca por uma nomenclatura
concordante que facilitasse as comparagdes
interlaboratoriais. O  Consorcio  sobre
Doencas pelo Circovirus da Unido Européia
propds a padronizagdo desta nomenclatura
em trés grupos como CVS-2a, CVS-2b e
CVS-2c, baseado em estudos que
demonstraram o CVS-2a predominante em
fazendas com e sem a SACS nos anos de
1997 até 2003, 0 CVS-2b em casos de SACS
a partir de 2004 na América do Norte e em
alguns paises da Europa e 0 CVS-2c em
apenas trés sequéncias originarias da
Dinamarca, nos anos 80, quando a SACS
ainda ndo estava presente ou pelo menos
detectada (Segalés et al., 2008). Entretanto o
consenso somente foi estabelecido quando
foi aceita a proposicdo dos genoétipos
classificados em 1 e 2 por Grau Roma et al
(2008) correspondendo, respectivamente,
aos grupos “l e 1I” de De Boisséson et al.
(2004), “1 e 2” de Olvera et al. (2007) e de
Cheung et al. (2007), “A e B” de Castro et
al. (2007), “a e b” de Gagnon et al. (2007),
“SG1; SG2, SG3” de Timmusk et al. (2008),
com os respectivos subgrupos 1A aCe2Aa
E sugeridos por Olvera et al. (2007).

Uma vez estabelecido os gen6tipos do CVS-
2 e seus subgrupos e sua distribuicdo
geografica, ainda permanecia obscuro a
correlagdo dos grupos 1 e 2 com a
patogenicidade do CVS-2 e a possibilidade
de existéncia de variantes. Hesse et al.
(2008) afirmaram que o grupo 1 subgrupo A
do CVS-2 estd normalmente associado a
casos das Sindromes Associadas a
Circovirose Suina tendo sugerido que a
recombinagdo no gene Rep pudesse ocorrer
entre variantes coexistentes.

Grau-Roma et al. (2008) estudando
diferencas na patogenicidade entre os grupos
1 e 2, conseguiram confirmar os resultados

alcancados por Cheung et al. (2007) sobre
diferencas na patogenicidade entre 0s
genotipos do CVS-2 através de diferengas
observadas em sequéncias da ORF2 de
propriedades com a SACS (com predominio
do grupo 1) e sem a SACS (todos
apresentando o genotipo 2) e estabelecer que
0 gen6tipo 1 pudesse ser potencialmente
mais patogénico do que o gendtipo 2.
Adicionalmente  analisando  sequéncias
disponibilizadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) até
setembro de 2005 detectaram que a principal
variabilidade era encontrada nas sequéncias
do gendtipo 2 sugeriam que este fosse mais
antigo do que o genotipo 1. Além disso,
confirmaram o0s resultados obtidos por
Larochelle et al. (2002) e Pogranichniy et al.
(2002) de que dentro das propriedades
afetadas ndo ha associacdo entre as
sequéncias do CVS-2 encontradas em um
animal e seu estado clinico possivelmente
devido ao fato de que mesmo com a
presenga de multiplas sequéncias de CVS-2
num mesmo animal o sequenciamento pode
detectar apenas um dos virus presentes.

Chiarelli-Neto e colaboradores (2008)
estudaram a distribuicdo segundo Olvera et
al (2007) de isolados brasileiros, avaliaram a
diversidade genética do virus no Brasil e
procuram estabelecer se o CVS-2 foi
introduzido no Brasil através de importacdo
de suinos da Europa. Foram utilizados neste
estudo 30 isolados brasileiros originarios da
Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Sao
Paulo, Parana, Santa Catarina, sendo 17/30
identificados por Castro et al. (2007) e 301
sequéncias oriundas de USA, Canada, Reino
Unido, Suécia, Espanha, Roménia, Holanda,
Hungria, Alemanha, Franca, Dinamarca,
Austria, China, Taiwan, Japdo, Coréia,
Coréia do Sul e Africa do Sul,
disponibilizadas no Genbank. Dentre os 30
isolados brasileiros, 28 foram agrupados no
grupo 1, subgrupo AB e 2 no grupo 2, tendo
sido uma sequéncia agrupada no subgrupo
2D enquanto outra apresentou proximidade
com os subgrupos 2A e 2D embora néo
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tenha sido incluida em qualquer subgrupo
(Figura 11). Os resultados indicaram que a
diversidade genética dos isolados brasileiros
concentrou-se dentro do subgrupo 1AB.

1AB

0.1

2A

Figura 11 Arvore filogenética construida com 30
isolados  brasileiros e 301  sequéncias
disponibilizadas no Genbank originarias de
EUA, Canad4, Europa, Asia e Africa (Chiarelli-
Neto et al, 2008).

Além da arvore filogenética, foi construida
rede filogeografica com todas as sequéncias,
a fim de se observar a frequéncia de cada
haplétipo em relagdio a sua origem
geografica. Essas observacGes sugeriram que
provavelmente a maioria dos isolados
brasileiros seriam derivados ou descendentes
da Europa e Asia, devido & importacdo de
sémen ou de suinos, possivelmente através
de eventos singulares capazes de disseminar
a SACS no Brasil.

Em 2009 o grupo de Ciacci-Zanella estudou
6 isolados brasileiros originarios de Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Minas
Gerais e comparou com outras 35
sequéncias originarias de USA, Canada,
Franca, Austria, Holanda, Alemanha,
Hungria, Espanha, China, Taiwan, Japéo e
Africa do Sul e Brasil disponibilizadas no

Genbank. A andlise filogenética do genoma
completo de 6/17 isolados brasileiros
demonstrou que apenas um apresentava
1767 nucleotideos correspondendo ao grupo
1 do CVS-2 conforme sugerido por Olvera
et al. (2007), enquanto os demais foram
agrupados no grupo 2 (subgrupos D e E). Os
resultados encontrados pelos autores
confirmaram os achados de Castro et al.
(2007) e Chiarelli-Neto et al. (2008) de que
ambos os grupos 1 e 2 do CVS-2 podem
atualmente ser encontrados em plantéis
brasileiros.

3.7 Selegdo genética

Através da pressdao de selecdo positiva,
mudancas particulares que alteram as
sequéncias  encontradas  em sitios
selecionados dentro do genoma ddo ao
organismo  vantagem  sobre  outros
organismos. A pressdo seletiva pode ser
determinada pela taxa de acceptance (o)
(Miyata e Yasunaga, 1980) que mensura a
relacdo das mutacdes do tipo substituicdes
nas posic¢des nucleotidicas que podem alterar
0 aminodacido codificado (chamado de taxa
de  substituicbes  nucleotidicas  ndo
sinbnimas, ou dN) pelas substituicdes em
posicdes nucleotidicas que ndo alteram o
aminoacido codificado (taxa de substituicdo
sinbnima de nucleotideos, ou dS). As
mutagBes sindnimas sdo invisiveis para a
selecdo natural enguanto que as nao
sinbnimas podem estar sob forte pressdo de
selecdo, portanto a comparacdo entre dS e
dN permite observar as taxas de substituicéo
de genes codificantes de proteinas e fornece
meios importantes para a compreensdo da
evolugdo molecular.

O estudo da adaptacdo evolutiva utilizando a
analise de taxas de substituicdes envolve
duas etapas béasicas. A primeira envolve a
reconstrucdo da histdria evolucionéria do
gene na forma de uma arvore filogenética
que descreve as mudangas que ocorrem
enquanto as sequéncias descendem de um
antepassado comum. Na segunda etapa, a
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arvore é usada para estimar as taxas de
substituicGes nucleotidicas ndo sinénimas e
sinbnimas ao longo do tempo (Bush, 2001).
Para tanto foram desenvolvidos modelos que
esclarecem as relacGes heterogéneas de o
entre sitios de aminoacidos aplicando as
andlises  filogenéticas de  sequéncias
codificantes de proteina no DNA. Todos 0s
alinhamentos das sequéncias de nucleotideos
foram ajustados para estes modelos com
diferentes hipdteses sobre a distribuicdo dos
valores estimados (Yang et al., 2000): (1)
MO supde que um valor de o para todos os
codons; (2) M1 divide os codons em uma
classe invariante p0, onde ® seja ajustado
em zero (sele¢do de purificacdo) e em uma
classe neutra pl, onde ® seja ajustado em
um (evolucdo neutra); (3) O M2 inclui p0 e
pl de M1, e adiciona uma terceira classe
(p2), onde ® é estimado a partir dos dados
subjacentes podendo ser maior que um; (4)
O M3 divide os codons entre as trés classes
dos sitios (p0, pl, e p2) e ® é estimado
independentemente para todas as trés classes
e pode ser maior que um; (5) M7 caracteriza
dez classes modeladas com uma beta
distribuicdo  discreta. A forma da
distribuicdo ¢é determinada pelos pardmetros
p e q, ¢ os valores de ® para estas classes
ndo podem ser maiores que um; e (6) M8
inclui as dez classes de M7 (referido
coletivamente como p0), e utiliza uma classe
adicional (p1) onde ® pode ser maior de um.

Os modelos MO e M1 séo agrupados com
modelos M2 e M3, e o modelo M7 é
agrupado com M8. Os modelos que séo
agrupados juntos podem ser comparados
estatisticamente usando um teste de razéo de
verossimilhanca (likelihood) em que a
diferenca entre os valores da probabilidade
de registro para dois modelos é comparada
duas vezes com uma tabela de distribuicdo
X? com os graus de liberdade iguais a
diferenca no nimero de parametros entre 0s
dois modelos (Yang et al., 2000).

Esta comparacgéo fornece um valor de P para
a probabilidade que a hip6tese nula

(nenhuma selecdo positiva, personificada
nos modelos M1 e M7) é um ajuste
igualmente bom ou até melhor para os dados
guando comparada aos modelos agrupados
gue permitem a possibilidade de selecédo
positiva.

A selecdo positiva é pressuposta nesta
analise quando (1) modelam o M2, M3 ou
M8 indicando um grupo de codons com uma
relagdo maior que um para o, e (2) a
probabilidade do modelo de sele¢do positivo
é significativamente mais elevada do que
aquela do modelo agrupado da hipétese nula
(em P<0,05). O modelo MO, que supde
Unica relacdo de o para todas as linhagens, ¢
0 modelo das relagBes livres podem ser
igualmente comparados.

ApoOs obter os parametros através do teste
ML, o teorema de Bayes foi usado para
calcular as probabilidades de cddons
individuais, pertencentes a sitios distintos,
predizerem aqueles que estdo sob selecéo
positiva. O programa forneceu a lista de
sitios dos codons com probabilidade > 0,5
de estarem na classe selecionada
positivamente.

3.8 Filogeografia

A filogeografia € um campo de estudo
baseado nos principios e processos
responsaveis pela distribuicdo geografica de
linhagens  genealOgicas,  especialmente
aquelas intra-especificas ou entre espécies
relativamente proximas. Para que seja
possivel analisar e interpretar a forma como
sdo distribuidas as linhagens, um estudo
filogeografico deve utilizar 0 méaximo de
informagdes possiveis, incluindo dados de
genética molecular, genética de populagdes,
demografia, filogenética, geologia, geografia
historica, entre outros (Avise, 2000).

Estudos filogenéticos e filogeogréficos
auxiliam no entendimento da evolucdo das
diferencas moleculares, morfoldgicas,
comportamentais e  fisioldgicas  dos
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organismos (Mindell et al., 1997), numa boa
analise comparativa desses caracteres e nas
reconstrucdes biogeograficas (Harvey e
Pagel, 1991). De modo geral, a filogeografia
age como uma ponte de ligacdo entre as
disciplinas de filogenia e genética de
populaces (Avise et al., 1987) e constitui-
se em esforco integrativo, entre diversas
disciplinas micro e macroevolutivas (Avise,
2000).

Os estudos de filogeografia possibilitam o
entendimento da evolucdo das diferentes
linhagens e sua relagdo com os eventos
histéricos determinantes de sua
diversificagdo. Com o0 advento do
sequenciamento de DNA foi possivel
estudar a genética de populagGes sobre uma
nova Optica. Avise et al. (1987) propuseram
a designacdo do termo “filogeografia” para
“o campo de estudo envolvido com os
principios que governam a distribuicdo
geografica das linhagens genealdgicas de
alelos, especialmente em nivel intra
especifico”. Filogeografia é o estudo da
distribuicdo geogréfica das linhagens de
genes dentro de uma espécie, ou em espécies
proximas. A filogeografia é a ponte entre a
genética de populacdes e a sistematica, entre
0s eventos microevolutivos, que operam
entre individuos distribuidos em populagdes
que levam a mudanca de frequéncias génicas
ao longo das geracbes e o0s eventos
macroevolutivos que dizem respeito a
diferenciacdo entre espécies e taxons
superiores. Por este motivo Avise (2000)
considerou a filogeografia como o estudo da
formag&o das espécies.

3.9 Epidemiologia do Circovirus suino
do tipo 2

A morbidade da infeccdo pelo CVS-2 foi
associada com o desenvolvimento da
viremia e linfopenia nos animais com sinais
clinicos da doenca e a mortalidade avaliada
em taxas de 10% a 50% (Gillespie et al.,
2009).

Foi determinado que a infeccdo subclinica
pelo CVS-2 pode ocorrer em até 100% dos
animais especialmente naqueles suinos em
fase de crescimento pertencentes a um
rebanho infectado. Apesar do aparecimento
dos sinais clinicos estar relacionado com
eventos ou fatores tais como: coinfeccdes,
vacinacbes e stress, que desencadeiem
estimulacdo do sistema imune e ativagdo do
CVS-2 em macréfagos e outras células
apresentadoras de antigenos, resultando na
replicacdo do virus e expressdo clinica da
doenca (Krakowka et al., 2001).

Pesquisas revelaram a presenca do CVS-2
nos tecidos afetados, especialmente 6rgéos
linféides. Entretanto, as iniciativas de
reproducdo experimental da doenca através
da inoculagdo do CVS-2 ndo alcangaram
resultados satisfatérios (Allan et al., 1999).

CondicGes ambientais desfavoraveis tais
como superpopulacdo, baixa qualidade do
ar, misturas entre grupos de idades
diferentes e outros fatores estressantes
podem exarcebar a severidade da doenca
(Allan e Ellis, 2000; Pogranichniy et al.,
2002; Wallgren et al., 2004; Vigre et al.,
2005). Na Nova Zelandia, foi possivel
estabelecer uma conexdo entre as
propriedades afetadas pela SACS e baixas
condicBes de bioseguridade no manejo. O
transito livre entre as propriedades é outro
fator de risco na transmissdo horizontal da
SACS entre propriedades e deve ser
considerado nos estudos da disseminacéo
espaco-temporal da doenca (Mclintosh et al.,
2006; Lohse et al., 2008).

Tem sido demonstrado, também, que ragas
de suinos tais como Landrace parecem ser
mais susceptiveis ao CVS-2 do que Duroc
ou Large White. Um estudo comparativo da
suscetibilidade de suinos derivados das racas
Pietrain, Duroc e de linhagens de Large
White determinou que animais originarios
da mistura entre Duroc e Large White séo
mais susceptiveis a infeccdo pelo CVS-2 do
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que suinos raca-pura Pietrain (Opriessnig et
al., 2006; Ramamoorthy e Meng, 2008).

Albina et al. (2001) e Kristensen et al.
(2006) demonstraram o risco da transmisséo
horizontal da SACS dentro de propriedades
livres da doenca a partir de outras ja
infectadas.  Estudos indicam que a
transmissdo horizontal da doenca pode se
dar através do contato direto entre animais
doentes e sadios, através das vias oro-nasal e
oro-fecal (Lohse et al., 2008). A presenca
deste agente em fetos entre 32 e 114 dias de
gestacdo (Ohlinger et al., 2000) e em leitdes
neonatais sugere que a transmissao vertical é
importante (Sibilla et al., 2001). Isto pode
ser relacionado ndo somente com falhas
reprodutivas, mas também com O
desenvolvimento da doenca multissistémica,
posteriormente na vida do animal (Bogdan
et al.,, 2001). Larrochelle et al. (1999) e
Hamel et al. (2000) detectaram a presenca
do virus em amostras de sémen e sugeriram
um risco potencial de disseminagdo do CVS-
2 através da inseminacdo  artificial
(Larochelle et al., 2000; Mclintosh et al.,
2006).

A severidade da SACS dentro das
propriedades assim como sua duragdo
também pode ser varidavel. Podendo a
doenca em casos severos ser interrompida
em 3 a 6 meses com a aplicagdo de medidas
de manejo e higiene rigorosas, enquanto que
pode manter-se por mais que 2 anos
naquelas propriedades relutantes em alterar
suas praticas de manejo (Madec et al.,
2000).

3.10 Sinais Clinicos, lesdes
macroscopicas e microscopicas

Em geral os sinais clinicos da doenca sdo
inespecificos.  Clinicamente a doenca
caracteriza-se por refugagem progressiva,
baixa condicdo  corporal, depresséo,
linfadenopatia, edema generalizado, anemia,
dispnéia, e as vezes ictericia e diarréia,

Ulcera gastrica, tosse (Larrochelle et al.,
1999; Darwich et al., 2004). Mesmo leitdes
identificados como sobreviventes
apresentam falha no crescimento exibindo
um deficiente ganho de peso e
desuniformidade de carcaca, o que resulta
em grande perda econémica para o produtor.

Macroscopicamente sdo encontradas lesdes
granulomatosas em  varios  6rgdos
especialmente linfonodos mesentéricos e
inguinais, pulmdo, rins, intestino grosso.
Além de marcada atrofia do timo em
animais severamente afetados (Ellis et al.,
1998; Rosell et al., 1999; Segalés et al.,
2004a; Opriessnig et al., 2007).

Geralmente ha uma evidente linfadenopatia
sisttmica, especialmente envolvendo os
linfonodos inguinais, mesentéricos,
brénquicos e mediastinais que podem
apresentar-se brancacentos e homogéneos a
superficie de corte. AlteracOes similares sdo
observadas nas placas de Payer e no baco. O
figado pode apresentar desde uma discreta
ictericia até atrofia com acentuada presenca
de tecido conjuntivo interlobular. Nos rins
podem ser observados pontos brancos na
cortex renal, edema e aumento de tamanho
do 6rgdo. E comum encontrar em suinos
afetados com a SACS pulmdes com
consolidagdo cranio-ventral e colabamento.
No caso de envolvimento do trato
gastrointestinal pode haver palidez, edema e
ulceracdo ndo hemorragica da porgdo par-
esofagica do  estbmago, além de
espessamento das paredes do intestino com
preenchimento por fluido, especialmente no
intestino delgado (Allan e Ellis, 2000;
Segalés et al., 2004a; Opriessnig et al.,
2007).

O comprometimento de um ou mais 6rgdos é
bastante variavel em animais acometidos
pela SACS e os fatores que determinam esta
caracteristica ndo estdo bem compreendidos,
mas podem estar associados a presenca de
agentes coinfecciosos bacterianos,
diferencas entre isolados do virus, estagio da
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infeccdo, além de diferencas genéticas ou da
resposta imune do hospedeiro (Allan e Ellis,
2000).

As lesGes microscopicas da SACS em
tecidos linféides sdo bastante particulares
em suinos. Ha variavel grau de deplecéo de
linfocitos com perda da arquitetura folicular
em quase todos 0s animais acometidos,
afetando tanto os foliculos linféides como as
zonas paracorticais. Este achado geralmente
¢ observado em combinacdo com uma
multifocal a difusa, discreta a muito evidente
infiltracdo ~ celular  histiocitaria,  que
frequentemente contém corpusculos de
inclusdo citoplasmaticos basofilicos vistos
como grandes inclusdes individuais
(sincicios) ou como corpos pequenos
maltiplos (Clark, 1996; Chianini et al.,
2003; Darwich et al., 2004; Segalés et al.,
2004b). Nos foliculos podem ser observadas
células dendriticas foliculares caracterizadas
por células grandes com abundante
citoplasma eosinofilico, além de ocasionais
células sinciciais ocupando o centro do
foliculo. Lesbes na zona de ceélulas T
dependentes  (zona  pacortical)  dos
linfonodos caracterizam-se geralmente por
deplecdo de pequenos linfdcitos. Nestas
areas, o estroma fibrovascular pode
apresentar-se mais evidente. Grandes células
mononucleares e  figuras  mitdticas
ocasionais podem também ser encontradas
dispersas nos componentes do estroma. Nos
sinusoides corticais dos linfonodos pode
haver a infiltragdo de grandes células
histiocitarias, que pode variar em
intensidade iniciando como agregados de
células entre as trabéculas sinusais e
estendendo  através areas de zonas
parafoliculares em casos severos. Células
sinciciais podem ser observadas nos
sinusoides  corticais, embora  possam
aparecer também em zonas paracorticais.
Além disso, pode ainda ser observada
deplecdo  linfo-celular ~ dos  corddes
medulares com esvaziamento dos seios
medulares em variados graus (Rosell et al.,
1999). LesOes necrotizantes em linfonodos

associados também tém sido observadas em
suinos severamente afetados pela SACS
(Segalés et al., 2004a).

Alteracbes nas placas de Payer e tonsilas
podem consistir de deplecdo de células
linféides na area interfolicular,
despovoamento de foliculos com células
estromais  claramente  evidentes, e,
esporddico  aparecimento  de  células
sinciciais dentro dos foliculos. Também
pode ser observada a infiltracdo da area
interfolicular com histidcitos e a presenca de
inclusdes  citoplasmaticas em  células
histiocitarias (Rosell et al., 1999).

O bago pode apresentar deplecdo de células
linfoides a partir das bainhas linfoides
periarteriolares e infiltragdo de células
histiocitarias na mesma area. Células
sinciciais e inclusBes intracitoplasmaticas
podem ser encontradas ocasionalmente
(Rosell et al., 1999).

As infiltragBes linfo-histiocitarias podem
também ocorrer no figado, rim e pulmdes
(Allan et al., 1998a; Ellis et al., 1998;
Kiupel et al., 1998).

As lesdes hepaticas tém sido descritas como
infiltracdo inflamatoria linfohistiocitaria na
zona portal, areas de necrose de hepatdcitos
até a vacuolizacdo do citoplasma de
hepatdcitos com cariomegalia e progressiva
substituicdo dos hepatdcitos pelas células
histiocitarias (Clark, 1997; Allan e Ellis,
2000; Segalés et al., 2004a). Em alguns
animais pode ser observado severo
comprometimento  hepéatico caracterizado
por fibrose perilobular  generalizada,
desorganizagdo da estrutura hepatica além
de pronunciada perda de hepatocitos. Estas
lesdes estdo associadas com ictericia e
lesbes macroscopicas no figado (Segalés et
al., 2004a).

Nos rins pode ser observada nefrite

intersticial subaguda severa a crdnica
(Segalés et al., 2004a), infiltracdo multifocal
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a difusa de histiocitos e linfocitos no tecido
conjuntivo peri-pelvico com edema e
proliferacdo de fibroblastos, além de
vasculite multifocal ndo supurativa. Além de
lesbes corticais variando desde atrofia
tubular multifocal e regeneracdo até extensa
necrose tubular com edema e nefrite
intersticial e fibroplasia (Allan e Ellis, 2000;
Chae, 2004). Em alguns animais pode ser
observada  glomerulonefrite  exsudativa
aguda com presenca de fibrina no espaco de
Bowman e na lamina tubular proximal
(Rosell et al., 1999).

Os pulmdes podem apresentar pneumonia
intersticial linfo-histiocitaria, com destruicéo
do epitélio bronquial e bronquiolar e
presencga de células inflamatdrias nos septos
alveolares. Em casos crénicos bronquiolite
fibrosa obliterante pode estar presente
(Clark, 1997; Segalés et al., 2000; Segalés et
al., 2004a). Alguns animais podem
apresentar  deplecdo de linfocitos e
infiltragdo histiocitaria em tecido linfoide
brénquio associado (Segalés et al., 2004a).
Ocasionalmente podem ser observadas
celulas sinciciais no interior dos infiltrados
inflamatdrios (Rosell et al., 1999).

Em casos onde ha acometimento do trato
gastrointestinal pode-se observar
microscopicamente a atrofia das vilosidades
acompanhada de discreta a severa infiltracdo
linfohistiocitaria com variavel descamacéo e
ou regeneracdo das células epiteliais das
criptas (Allan e Ellis, 2000).

3.11 Complexo das Doencas
Respiratdrias dos Suinos e Sindromes
Associadas ao Circovirus tipo 2

A SACS raramente ocorre em suinos
infectados exclusivamente pelo CVS-2.
Diferentes agentes coinfecciosos podem
estar associados e dois mecanismos Ss&o
investigados. O primeiro sugere que oS
microorganismos compartilnem mecanismo
comum de afeccéo ao sistema imune (Allan

e Ellis, 2000; Krakowka et al., 2001; Kim et
al., 2003; Kim et al, 2004) o qual
posteriormente permita a progressdo do
CVS-2 ocasionando a SACS.
Contrariamente 0 segundo sugere que a
deplecdo linféide induzida pelo CVS-2
promova uma imunossupressao que aumente
a suscetibilidade do animal a outras
infecgOes virais e bacterianas (Chianini et
al., 2003; Darwich et al., 2003).

Os patdgenos coinfecciosos mais
frequentemente associados com o0 CVS-2 na
SACS sdo o virus da Sindrome Reprodutiva
e Respiratéria Suina (SRRS) (41%),
Mycoplasma hyopneumoniae (27%),
bactérias septicémicas (10%), bactérias
pneumonicas (6%) e Virus da Influenza
Suina (4%) (Pallares et al., 2002; Drole et
al., 2003; Grau Roma et al., 2008). No
Brasil, dentre os agentes bacterianos o
Mycoplasma hyopneumoniae representa um
risco maior que o virus da SRRS uma vez
que o primeiro é endémico e o segundo
conforme Ciacci-Zanella et al. (2004) ainda
ndo foi isolado no Brasil.

Além da expressiva incidéncia dos agentes é
importante salientar sua correlagdo com a
expressdo de doengcas do Complexo de
Doengas Respiratorias dos Suinos (CDRS)
como a rinite atréfica aguda causada pela
associacdo da Bordetella bronchiseptica
com a Pasteurella multocida do tipo A e
tipo D, além da broncopneumonia
supurativa induzida pelo Haemophilus
parasuis e a pleuropneumonia suina causada
pelo  Actinobacillus  pleuropneumoniae
(Halbur et al, 1993; Halbur et al, 1998;
Thacker, 2001).

O termo Complexo de  Doencas
Respiratorias dos Suinos (CDRS) descreve
processos  pneumodnicos de etiologia
multipla. O CDRS pode ser caracterizado
pelo isolamento de diferentes patdgenos em
uma mesma propriedade, podendo incluir
muitas vezes a sobreposi¢do de patdgenos
em um mesmo animal ou em uma mesma
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regido geografica atingindo diferentes
plantéis (Thacker and Thanawongnuwech,
2002). A interacdo entre patdgenos e fatores
ambientais resultam em supressdo das
defesas do pulmdo e doenga clinica com
variavel grau de severidade ao longo do
tempo de permanéncia dos animais nas
granjas  (Taylor,1996;  Thacker and
Thanawongnuwech, 2002).

E considerado sério problema em sistemas
intensivos de criacdo de suinos no Brasil e
no mundo, causando enormes prejuizos
frequentemente relacionados a reducdo de
peso, diferente  conversdo alimentar,
mortalidade, letargia, anorexia, febre, tosse e
dispnéia (Halbur et al, 1998; Thacker,
2001). No Brasil Reis et al. (1992),
Sobestianks et al. (1999), Silva et al. (2001)
e Silva et al. (2002) determinaram taxas de
prevaléncia de lesbes pulmonares associadas
ao CDRS de 19.7% a 75.7% em diferentes
estados do Brasil.

O CDRS pode envolver infecgdes
concomitantes causadas por qualquer um
dos varios patégenos respiratorios de origem
viral ou bacteriana comumente encontrado
nos criatorios, como Circovirus suino tipo Il,
Virus da Sindrome Reprodutiva e
Respiratoria dos Suinos (SRRS), Virus da
Doenca de Aujeszky, Virus da Influenza
Suina, Mycoplasma hyopneumoniae,
Actinobacillus pleuropneumoniae,
Pasteurella multocida, Bordetella
bronchiseptica, = Haemophilus  parasuis
(Halbur et al, 1998; Thacker, 2001, Harms,
2002). Neste contexto os agentes virais
normalmente atuam como agentes primarios,
enquanto as bactérias geralmente atuam
como oportunistas secundarios (Christensen
et al., 1999). Entretanto é relevante o fato
que as doencas infecciosas primarias virais
ou bacterianas sdo na maioria dos casos
induzidas por cepas de baixa diversidade,
com pequeno numero de clones virulentos,
capazes de causar a doenca sob certas
circunstancias, enquanto que infeccGes
oportunistas sdo frequentemente associadas

com cepas ndo patogénicas, comensais, com
alto nivel de diversidade (Davies et al.,
2003).

Os mecanismos pelos quais 0s agentes
primarios alteram as defesas do trato
respiratorio ndo  estdo  inteiramente
compreendidos, mas incluem danos ao
epitélio ciliado ou pulmonar do trato
respiratorio, alteracdo do funcionamento dos
macréfagos  pulmonares, producdo de
adesinas que podem ser usadas por outras
bactérias para aderirem ao epitélio
respiratorio, além de efeitos
imunomodulatérios. Enquanto que a
eficiéncia da resposta do hospedeiro contra
infeccbes bacterianas nos pulmdbes €
dependente de sua rapida eliminagdo a partir
do trato respiratorio, a resolucao do processo
dependente do controle da taxa de
multiplicacdo e eliminacdo bacteriana,
evitando-se acimulo substancial que poderia
gradualmente ocasionar doenca (Bossé et
al., 2002; Brockmeier et al., 2002a).

Algumas das bactérias envolvidas com o
CDRS e também ja relacionadas com a
SACS sdo gram negativas residentes
comensais da flora do trato respiratorio
superior de suinos, patogénicas e membros
da familia Pasteurellaceae (Actinobacillus
pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis,
Pasteurella multocida), além de organismos
gram positivos como Streptococcus suis e do
trato digestivo como a Escherichia coli
(Ristow et al., 2007). As lesdes pulmonares
associadas as bactérias gram negativas sdo
geralmente associadas a danos vasculares
com edema, derrame de fibrina e eritrdcitos.
Adicionalmente, muitas dessas bactérias
produzem toxinas que sdo diretamente
toxicas as células endoteliais ou que
estimulam a liberagdo de  células
inflamatdrias e diversas citocinas pelo tecido
do hospedeiro resultando em dano vascular e
coagulopatia disseminada (Reams et al.,
1995).
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3.11.1 Agentes Bacterianos Associados
ao Complexo das Doengas
Respiratdrias dos Suinos

Actinobacillus pleuropneumoniae é um coco
bacilo gram negativo, pequeno e capsulado
de complexa patogénese que causa
pleuropneumonia contagiosa dos suinos
caracterizada por pneumonia hemorragica
necrotizante e pleurite fibrinosa. O agente
pode ser encontrado no fluido alveolar e
interlobular e espalhar a partir do
parénquima para a pleura através dos vasos
linfaticos do septo interlobular e pleura,
entretanto a bacteremia tem rara ocorréncia
(Haesebrouck et al., 1997; Rycroft e
Garside, 2000). Quando é o agente priméario
da infeccdo o A. pleuropneumoniae pode
predispor 0 hospedeiro as infecgdes
secundarias por Pasteurella multocida Tipo
A, Haemophilus parasuis, Actinobacillus
suis (Nicolet, 1993).

A maioria dos animais de um plantel pode
morrer num surto da doenca causada pela A.
pleuropneumoniae, enquanto outros
apresentam recuperacdo total ou parcial
mantendo lesfes residuais nos pulmdes
caracterizadas por abscessos encapsulados
por tecido conjuntivo fibrinoso (Bossé et al.,
2002). As lesdes residuais podem predispor
a infeccOes futuras com outras bactérias, na
presenga de adesdes pleurais a fungéo
respiratéria pode ficar comprometida
afetando o ganho de peso.

Os animais acometidos pela infecgdo pelo A.
pleuropneumoniae  podem  apresenta-la
desde a forma subaguda até a cronica
dependendo do sorotipo, da imunidade do
hospedeiro e do ndmero de bactérias que
alcancem os pulmdes. As lesdes pulmonares
podem ser caracterizadas por severo edema,
inflamacéo, hemorragia, presenca de fluido
serosanguinolento e placas de fibrina
preenchendo a cavidade torécica, além de
pleurite fibrinosa difusa, e pericardite. Os
linfonodos traqueobrénquiais e mesentéricos

podem estar edematosos e distendidos pela
presenga de infiltrado polimorfonuclear e
deposito de fibrina (Bossé et al., 2002).

Nos estagios iniciais da doenga observa-se
evidente infiltracdo de células
polimorfonucleares, edema, e exsudato
fibrinoso. Enquanto que nos estagios finais é
mais aparente a presenca de infiltrado de
macrdofagos e areas necréticas circundadas
por leucécitos degenerados. Dentro dos
alvéolos podem ser observados células
epiteliais pulmonares degeneradas,
macréfagos, e neutrofilos. Uma severa
vasculite necrotizante pode induzir a ruptura
do leito sanguineo pulmonar resultando em
hemorragia. No interior de capilares
pulmonares podem  ser  encontrados
eritrocitos degenerados, fibrina e trombos
plaquetarios (Bossé et al., 2002).

O Haemophillus parasuis é um bastonete
imovel, pequeno, pleomérfico da familia
Pasteurellaceae (Biberstein e White, 1969),
variando de um simples coco bacilo a longas
e filamentosas cadeias, caracterizado por
intensa heterogeneidade entre as cepas e
seus sorotipos. As cepas geralmente
encontradas na cavidade nasal e tonsila sdo
de baixa viruléncia e apresentam diversidade
quanto ao sorotipo e gendtipo. Enquanto que
as cepas pulmonares sdo menos variadas que
as nasais, mas com diversidade genética
maior que as cepas sistémicas.

Importante colonizador do trato respiratdrio
superior de suinos antes do desmame (Pijoan
e Trigo, 1990) pode provocar doenga em
suinos a partir de 2 semanas até 4 meses de
idade, geralmente associada a condicdes de
estresse e a reducdo da imunidade do
rebanho (Olvera et al. 2007). O H. parasuis
pode ser isolado da cavidade nasal, tonsilas,
traquéia e pulm@es de animais saudaveis e
também em secrecfes nasais com descarga
mucosa,  rinite, e  pulmdes  com
broncopneumonia em animais doentes
(Vahle et al., 1995; Vahle et al., 1997). Seu
sitio inicial de colonizacdo no trato
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respiratorio superior de suinos é ainda
controverso, entretanto possui tropismo
pelas membranas serosas, e pelo parénquima
pulmonar (Menin et al., 2005).

Fatores envolvidos na invaséo sistémica pelo
H. parasuis durante a infeccdo séo
desconhecidos, acreditando-se que a perda
de cilios e tumefacdo das células da mucosa
nasal e da traquéia sejam o0s principais
responsaveis. Além do LPS que presente na
corrente sanguinea pode induzir a trombose
e coagulagdo intravascular disseminada
(Macinnes e Desrosiers, 1999).

Dentre as diferentes apresentacfes clinico
patoldgicas tém sido descritos doencas
respiratorias associadas com
broncopneumonia catarral purulenta
(Hoefling, 1994), além de pneumonia em
animais  susceptiveis (Macinnes e
Desrosiers, 1999).

Vahle et al. (1995) observaram em estudo
com suinos de cinco semanas de idade,
nascidos de cesariana, privados de colostro e
inoculados via intranal com H. parasuis,
rinite purulenta caracterizada por discreta a
moderado infiltrado de neutréfilos na
submucosa e intenso agregado focal de
neutréfilos no epitélio nasal. Além de
inflamacdo na superficie pleural dos
pulmdes e na superficie peritoneal do figado,
baco e intestino delgado. O exsudato
consistia de quantidade variavel de fibrina,
numerosos neutréfilos, pequeno nimero de
macréfagos e agregado basofilico granular.
Neste experimento 0s autores observaram
em apenas um animal broncopneumonia
supurativa focal caracterizada por septos
alveolares espessados pela presenca de
exsudato seroso com moderado nimero de
neutrdfilos, linfocitos e macrofagos, além de
linfaticos interlobulares distendidos pela
presenca de material eosinofilico. Este
animal exibia Iimen alveolar com ndmero
variavel de neutrofilos e macrofagos,
escassa quantidade de fibrina, congestio dos

capilares dos septos alveolares e pequeno
namero de neutrofilos nos bronquiolos.

Pasteurella multocida é um coco bacilo,
gram negativo, anaerébio facultativo e sem
motilidade que induz importantes perdas
econdmicas em espécies domesticas através
de doencas como a cdllera aviaria, a
septicemia hemorragica bovina, a rinite
atrofica progressiva dos suinos, além de
casos de pneumonia e pleurite em suinos
com infecgdes pulmonares (De Alwis, 1992;
Pijoan, 2006). As cepas de P. multocida séo
classificadas em sorogrupos (A, B, C, D, Ee
F) de acordo com seus antigenos capsulares
e em 16 sorotipos baseado nos antigenos
somaticos (Stepan, 1995; Borowski, 2002).

Sao descritas trés apresentacdes clinicas para
a infeccdo pela P. multocida: subaguda,
aguda e cronica. Os sinais clinicos da
infeccdo pela P. multocida variam em
severidade  dependendo da  amostra
envolvida e do grau de imunidade do animal
(Pijoan, 2006).

A forma subaguda estd associada com
amostras que produzem pleurite. Na fase de
crescimento e terminagdo sdo observados
tosse e respiragdo abdominal (Pijoan, 2006).

A forma aguda de pneumonia estd mais
associada com amostras do sorotipo B e a
mortalidade pode ser alta (5 a 40%), mas
este tipo de infeccdo € rara em suinos.
Clinicamente a doenca pode ser confundida
com a pleuropneumonia causada pelo
Actinobacillus pleuropneumoniae, porém na
pasteurelose geralmente ndo ocorre morte
subita (Pijoan, 2006).

A forma crbnica é a mais comum e se
caracteriza por tosse ocasional de severidade
variavel, comumente entre 10 a 16 semanas
de idade. Os sinais sdo indistinguiveis
daqueles causados pela infecgdo simples
pelo Mycoplasma hyopneumoniae e a P.
multocida representa uma continuagcdo ou
exacerbacdo da micoplasmose primaria. As
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lesbes ocorrem na cavidade toracica e se
caracterizam por consolidacdo de areas do
pulmdo. A porcdo afetada apresenta
coloracdo de vermelha a acinzentada. Podem
complicar com pleurite e abscessos, com
aderéncia da pleura a parede toracica. A
pleurite geralmente é seca, 0 que pode
auxiliar na diferenciacdo da pleurite causada
por Actinobacillus pleuropneumoniae, onde
costuma ocorrer infiltragdo com fibrina e a
lesdo de pleurite parietal é mais severa. As
lesbes microscopicas sdo similares as
presentes na maioria das pneumonias
bacterianas com broncopneumonia
exsudativa, presenca de neutréfilos no
exsudato mucopurulento nos brénquios e
alvéolos. Também tem sido relatada a
presenca de nefrite intersticial associada a
broncopneumonia (Heres, 2009).

Recentemente a P. multocida tem sido
reconhecida em infec¢des com o circovirus
suino do tipo 2 embora seja encontrada mais
comumente associada ao Mycoplasma
hyopneumoniae (Heres, 2009). A
colonizacdo da superficie do muco é um
importante fator na patogenia da infecgéo
pela P. multocida. O sorotipo A adere
principalmente ao epitélio ciliado enquanto
o0 sorotipo D tem preferéncia pelas células
epiteliais ndo ciliadas (Jacques, 1987; Pijoan
e Trigo, 1990; Pijoan, 2006; Borowski,
2006; Borowski et al., 2007).

Cepas toxigénicas de P. multocida do tipo D
capsular e menos frequentemente do tipo A
podem estar associadas a rinite atrofica dos
suinos. A exotoxina  dermonecrotica
produzida por estas cepas estaria envolvida
na ostedlise e atrofia dos 0ssos turbinados
nasais (Eamens et al., 1988; Kamp e
Kimman, 1988; Lariviere et al., 1992;
Fussing et al., 1999; Sakano et al., 1992).

A Bordetella bronchiseptica é uma
microorganismo gram negativo,
pleomorfico, coco bacilo, flagelar e com
motilidade (Goodnow, 1980). E uma
bactéria comumente isolada do trato

respiratério de suinos, agente primario de
rinite e pneumonia que predispbe a
colonizacdo pela Pasteurella multocida,
Streptococcus suis e Haemophillus parasuis
(Dugal et al., 1992; Vecht et al., 1992;
Brockmeier et al., 2001; Brockmeier et al.,
2004). A coinfeccdo de suinos com a
Bordetella bronchiseptica e Pasteurella
multocida pode resultar na rinite atrofica
progressiva (Chanter et al., 1989).

Ha varios mecanismos potenciais pelos
quais a Bordetella bronchiseptica predispde
a infeccdo com outras bactérias. Um destes é
a toxina dermatonecrética capaz de
promover 0 atraso dos mecanismos de
clearance, aumentar o acumulo de muco,
induzir danos na mucosa e causar alteragdes
degenerativas de osteoblastos e do peridsteo,
expor areas da submucosa facilitando a
adesdo de outras bactérias e a
disponibilidade de nutrientes. Esta toxina
induz danos ao tecido nasal dos suinos e
causa a rinite atrofica e as lesGes
pneumonicas caracterizadas por necrose,
hemorragia, acumulo de neutrofilos e
eventual fibrose (Brockmeier e Register,
2000). Outro fator relacionado é a citotoxina
traqueal que causa ciliostase e danos ao
epitélio  respiratorio, contribuindo na
predisposicdo a infeccbes bacterianas
secundarias (Khelef et al., 1993; Banemann
e Gross, 1997). Os filamentos de
hemaglutinina produzidos pela Bordetella
bronchiseptica sdo outro exemplo, uma vez
gue podem facilitar a adesdo de outras
bactérias aos cilios das células do epitélio
nasal. A Bordetella bronchiseptica é
também  citotoxica para  macréfagos
alveolares de suinos induzindo a reducédo da
fagocitose e clearance de bactérias nos
pulmdes (Hewlett et al., 2006; Brockmeier e
Register, 2007).

Uma vez que a Bordetella bronchiseptica
tenha promovido a colonizagdo do trato
respiratorio a outras bactérias, como
Pasteurella multocida, pode predispor o
animal a um quadro pneuménico, por
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exemplo, com a Pasteurella multocida além
de tornar os animais susceptiveis a infeccdes
virais, como virus da doenca reprodutiva e
respiratoria dos suinos (PRRSV) e o CVS-2,
predispondo  (Chanter et al., 1989;
Brockmeier et al., 2001).

As lesdes microscOpicas observadas na
infeccdo pela B. bronchiseptica incluem
infiltracdo da mucosa por neutrofilos, perda
dos cilios, metaplasia do epitélio e
reabsorcao 6ssea com substituicdo por tecido
fibroso. As lesbes pulmonares séo
caracterizadas por infiltracdo dos espagos
aéreos com neutrdfilos, necrose de alvéolos
e vasos sanguineos, hemorragia. Em casos
cronicos € possivel observar uma extensa
fibrose dos pulmdes (Brockmeier et al.,
2002b).

A Escherichia coli € um bacilo gram
negativo retilineo, que pode apresentar
capsula e flagelos e diferentes antigenos de
superficie como o antigeno O
(lipopolissacarideo - LPS); antigeno H
(flagelar) e antigeno K (capsular). Sua
classificagdo em sorogrupos € realizada pela
avaliacdo do antigeno O presente em uma
cepa. Até o momento, mais de 170
sorogrupos ja foram identificados baseado
na expressao de diferentes antigenos em sua
superficie. Os sorotipos da E. coli podem ser
determinados através da identificacdo do
antigeno O, do antigeno H, e em alguns
casos, também do antigeno K. As cepas de
E. coli podem ser ainda classificadas quanto
aos fatores de viruléncia presentes
relacionados com suas trés principais
manifestages clinicas: doenca
entérica/diarréica, infecgdes do trato urinario
e meningite/septicemia (Kaper et al., 2004).

Os mecanismos envolvidos na patogenia das
cepas patogénicas de E.coli sdo os fatores de
adesdo e colonizagdo, que permitem a
bactéria  estar  presente em  sitios
normalmente ndo colonizados, além das
toxinas, capazes de interferir em inimeros

mecanismos nas células eucaridticas (Kaper
et al., 2004).

As endotoxinas da E. coli estdo incriminadas
na indugdo de uma resposta inflamatdria
aguda pela interacdo com especificos
receptores de membrana sobre células
mononucleares fagocitarias e neutrofilos
promovendo sua ativacdo e a liberacdo de
citocinas e outros mediadores inflamatérios
(Olson et al., 1995; O Grady et al., 2001).
Quando administrados intravenosamente
(i.v.), instilada ou inalada, podem induzir
edema  pulmonar e prejuizo  do
funcionamento pulmonar (Urbain et al.,
1992; Gustin et al., 1994, Maurenbrecher et
al., 2001). O LPS da parede da E. coli é
capaz de iniciar a secrecdo de citocinas, as
quais produzem uma resposta inflamatoria
no interior dos espacgos aéreos pulmonares e
aumentar a permeabilidade a albumina
(O Grady et al., 2001).

O efeito sinérgico entre diversas doses de
LPS da E. coli e a Pasteurella multocida
tipo A foram observados por Halloy et al.
(2005). Em todas as combinagfes de doses
testadas, o volume e a natureza das lesdes
pulmonares, assim como, os sinais clinicos
pareceram depender da dose de LPS
administrada. Foi demonstrado que baixas
doses de LPS promoveram infeccéo
respiratoria assintomatica, podendo
aumentar os riscos do desenvolvimento de
uma pneumonia infecciosa. Enquanto que
doses significativas de 400 pg/kg de LPS
com Pasteurella multocida tipo A induziram
tosse, hipertermia além do influxo de células
inflamatérias para 0s espagos aéreos,
aumento dos movimentos expiratorios e
marcada reducdo do peso corporal. Foram
observadas também pneumonia intersticial e
alveolar subaguda exsudativa,
acompanhados de pleurisia e pericardite. As
analises bacterioldgicas e a PCR realizados
no fluido do lavado bronquioalveolar
possibilitaram observar que a Pasteurella
multocida tipo A foi completamente
debelada dos pulmdes, enquanto que o
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processo inflamatorio associado permaneceu
predispondo a infecgbes oportunistas como
pela Bordetella bronchiseptica.

Streptococcus suis € um organismo gram
positivo, hemolitico, anaer6bio facultativo,
coco ovoide que ocorre isolado, em pares ou
pequenas cadeias. O microorganismo esta
relacionado a diversas doencas em suinos
tendo ja sido isolado em casos de
broncopneumonia (Higgins e Gottschalk,
1990) inclusive em diferentes regides do
Brasil (Reis et al., 1980; Farinha et al.,1981;
Barcellos et al., 1984, Barcellos et al. 1995),
como em Botucatu, S&o Paulo, onde foi
detectado taxas de prevaléncia (zero a
33,33%) de infeccdo tonsilar pelo S. suis,
entre animais de 30 a 60 dias de idade
(Bosco et al., 2000). E relevante também sua
presenca junto a coinfecgdes por diversos
patdgenos bacterianos (Pasteurella
multocida, Escherichia coli, Haemophillus
parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Salmonella) (Reams et al., 1994).

As cepas de Streptococcus suis sdo divididas
em 35 sorotipos de acordo com seus
polissacarideos capsulares (Staats et al.,
1997). A viruléncia difere entre e dentro dos
sorotipos de S. suis, assim nem todos 0s
sorotipos causam doenca e nem todos 0s
isolados dentro de um sorotipo causam a
mesma doenca (Staats et al., 1997). Em um
surto pelo S suis podem ser encontrados
multiplas cepas ou sorotipos dentro de um
plantel. Os sorotipos 2-5, 7, 8 e % séo
aparentemente  0s mais propicios a
induzirem sinais respiratorios e lesdes de
broncopneumonia supurativa e /ou pleurite
(Reams et al., 1994; Reams et al., 1996).

Os achados macroscopicos dependem da
duragdo da infeccdo e da distribuicdo do S.
suis nos tecidos. Macroscopicamente nos
pulmdes podem ser observadas inflamagdes
supurativas e /ou fibrino-purulentas (Reams
et al., 1994).

A histopatologia pode ser observada
pneumonia intersticial fibrinosa, pneumonia
fibrino-hemorréagica, broncopneumonia
fibrinosa ou supurativa na presenga ou

auséncia de infiltrado de linfdcitos
perivascular, peribronquial, e
peribronquiolar, bronquiolite, bronquite,

hemorragia alveolar, consolidacdo lobular,
enfisema interlobular e pleurite
fibrinopurulenta. Células gigantes alveolares
podem estar presentes em casos de
pneumonia intersticial  fibrinosa. Em
infeccOes agudas, a lesdo histopatologica
mais caracteristica é a presenca de infiltrado
neutrofilico difuso (Staats et al., 1997).
Processos inflamatorios supurativos
(neutrofilicos) sdo comumente observados a
avaliacdo histopatoldgica com todos 0s
sorotipos de S. suis.

A broncopneumonia  supurativa  é
considerada indistinguivel dos casos de
pasteurelose ou infeccbes com outras
bactérias  piogénicas. A  pneumonia
intersticial (lesdo considerada secundéaria a
septicemia) pode ser comumente observada
em suinos infectados com os sorotipos 1 e 7
(Reams et al., 1994). A pneumonia fibrino-
necrética ou necrotizante ou necrético-
hemorragica tem sido observada em suinos
afetados por todos os sorotipos, exceto 1 e 6,
e frequentemente o Actinobacillus
pleuropneumoniae também foi isolado
(Reams et al, 1994). A pleurite
fibrinopurulenta ou fibrinosa com evidente
exsudacdo  supurativa,  peritonite  ou
poliserosite tém sido relatadas em casos de
Streptococcus suis em associagdo com 0
Haemophillus parasuis sendo o diagnostico
diferencial identificado pelo aspecto do
exsudato. Quando o exsudato supurativo
prevalece sobre o fibrinoso, o S. suis é
considerado agente primario na infeccdo
(Reams et al., 1994).
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3.12 Diagnostico das Sindromes
Associadas a Circovirose Suina

O diagnostico definitivo da SACS deve ser
realizado pela associag¢do dos sinais clinicos
compativeis, lesdes histopatoldgicas e
deteccdo do antigeno dentro das lesdes.
Estes trés critérios ndo podem ser utilizados
separadamente, pois a presenca do CVS-2
ndo implica necessariamente em doenca,
assim como alguns sinais clinicos ndo sdo
especificos da SACS (Sorden, 2000;
Quintana et al., 2001; Calsamiglia et al.,
2002).

Genoma e antigeno do CVS-2 tém sido
detectados em ampla variedade de células.
Material viral foi encontrado no citoplasma
de histiécitos, células gigantes
mononucleares, macrofagos alveolares,
celulas de Kupffer e células dendriticas
foliculares dos tecidos linf6ides. Alguns
autores também ja identificaram o virus em
pneumécitos  tipo Il nos  alvéolos
pulmonares, células  renais, células
endoteliais, musculares lisas, hepatocitos,
enterdcitos e células epiteliais germinativas
dos tObulos seminiferos (Darwich et al.,
2004).

Para o diagndstico da sindrome os tecidos de
maior valor sdo os 6rgdos linféides embora
outros tecidos tais como o pulmao, figado e
rim, possam ser também Uteis para a
deteccdo do CVS-2. A detecgdo do antigeno
viral pela técnica de imunohistoquimica
associado a lesbes tipicas nos tecidos;
demonstracdo da presenca do virus nos
tecidos pela técnica de imunofluorescéncia e
demonstracdo do genoma viral utilizando a
técnica de PCR e hibridizacdo in situ
(Sorden et al., 1999) tém sido utilizados.

Embora animais severamente afetados pela
SACS possam apresentar lesdes em quase
todos os tecidos, em alguns casos foi
possivel detectar o virus em tecidos sem
qualquer lesdo anatomopatoldgica visivel.
Como regra geral, as lesdes mais graves séo

vistas nos o¢rgdos linfdides ndo sendo,
contudo possivel correlaciond-las com a
severidade das lesbes em outros 6rgdos
como pulméo, figado ou rim (Rosell et al.,
1999; Rosell et al., 2000a; Quintana et al.,
2001).

O monitoramento da carga viral é um
indicativo da infeccdo ativa, da interacdo
virus-hospedeiro e um bom marcador da
progressdao da doenca além de fornecer
informacgBes sobre a relevancia clinica e
epidemioldgica da infeccdo pelo CVS-2.
Este monitoramento pode ser realizado no
soro e nos tecidos de animais infectados pelo
CVS-2 sendo que no soro permite avalia¢do
e progressdo da infeccdo nos animais ainda
vivos (Olvera et al., 2004). As técnicas mais
utilizadas na avaliacdo da carga viral sdo: o
titulo do virus infeccioso realizado em
monocamadas de células PK15 através da
técnica de  imunoperoxidase e a
quantificacdo do nimero de copias de DNA
viral pela reacdo de polimerase em cadeia
em tempo real (PCR em tempo real)
(Brumborg et al., 2004).

O PCR em tempo real é uma excelente
ferramenta de diagnéstico com alta
sensibilidade e especificidade e rapidez de
processamento. Em relagdo a PCR
convencional a PCR em tempo real é
geralmente mais répida, menos trabalhosa,
mais acessivel além de apresentar resultados
mais confiaveis. Este sistema é assim
chamado por possibilitar o monitoramento
do acumulo de amplicons diretamente
durante o processo de amplificagdo do DNA.
Os primeiros ensaios com a PCR em tempo
real para a deteccdo do CVS-2 utilizaram o
sistema TagMan com sondas de hibridizacéo
principalmente em amostras de soro e
posteriormente foi adotada a técnica com o
sistema SYBR Green para a quantificacdo
do CVS-2 em soro, fezes e maltiplos tecidos
(Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002; Rovira et
al., 2002; Gilpin et al., 2003; Brunborg et
al., 2004; Olvera et al., 2004; Fenaux et al.,
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2004; Yang et al., 2007 e Mclntosh et al.,
2009).

4 PLANO DE TRABALHO

O seguinte plano de trabalho foi realizado.

Banco de Dados
231 amostras de tecidos de suinos com

sinais clinicos da SACS e suas fichas

de cadastramento

|

Selecdo de Amostras

Tlt\l;!a(;lao Avaliacdo macro e
Ira microscoépia

 —

Extracdo de DNA

Amplificacéo de
Fragmentos
ORF2 e ORF3

Purificacao

Sequenciamento

Anédlise

Filogenética do
CVS-2

Presséao de
selecdo baseada
nas sequéncias

da ORF3 do

CVS-2

Filogeografia
baseada nas
sequéncias da
ORF3 do CVS-2
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Amostragem

A amostragem inicial foi construida a partir
de um banco de dados de 231 amostras de
tecidos do Instituto de  Pesquisas
Veterinarias Especializadas ~ (IPEVE)
provenientes de suinos com sinais clinicos
compativeis com a SACS pertencentes a
granjas localizadas nos Estados de Mato
Grosso, Goiés, Minas Gerais, Espirito Santo,
Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul no periodo de 2006 e 2007. A
distribuicdo das amostras por estado foi feita
de acordo com o fluxo de recebimento e
processamento das amostras no IPEVE.

Foi realizado um banco de dados a partir das
suas fichas de cadastramento que continham
informacBes sobre proprietario, data da
coleta, localizacdo de acordo com o Estado,
Mesorregido, idade do animal, especificacdo
do material coletado a necropsia, quantidade
de material enviado, lesdes observadas a
necropsia, histopatologia, exames
complementares relativos a isolamento de
agentes bacterianos nas amostras estudadas.
Dentre as 231 amostras foram selecionadas
para o estudo filogenético aquelas com o
maior nimero de informacgdes oferecidas no
banco de dados, além de procurar-se garantir
a representatividade por estado e
mesorregido, 0 maior nimero de localidades
de coleta possivel, e a inclusdo de uma
ampla variedade de tipos de propriedades
incluindo unidades de alta condigéo
sanitaria, granjas de ciclo completo em sitio
unico ou sitios multiplos ou sistema de
integracéo.

A partir dos dados coletados foram
selecionadas ainda 31 amostras, nomeadas
pareadas, originarias dos Estados de Mato
Grosso, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Parana e Santa Catarina que se destacavam
pelo fato de possuirem uma contrapartida

coletada na mesma propriedade em datas
distintas. O objetivo da selecdo destas
amostras foi avaliar a possibilidade de cepas
distintas circulando dentro de uma
propriedade em datas diferentes.

Na analise filogenética do CVS-2 em grupo
e subgrupos foram estudadas 51 amostras do
banco de dados e mais 24 amostras do
GenBank. No estudo da filogenia da ORF3
foram utilizadas 89 amostras do banco de
dados (Anexo 2, 3 e 6) e 3 amostras do
GenBank.

Na avaliacdo macroscdpica e microscopica
foram avaliadas respectivamente 205 e 83,
sendo que na correlacdo entre o titulo
infeccioso do CVS-2 e as lesdes
microscopicas foram utilizadas todas as 83
amostras analisadas. O nimero de amostras
com avaliacdo de lesBes microscopicas e
discriminacdo do genogrupo da ORF3 foram
89 amostras. Cada amostra foi representada
por diversas ldminas contendo em cada uma
um corte de apenas um o6rgdo. As lesdes
microscopicas foram avaliadas conforme seu
reconhecimento e descricdo nas laminas de
histopatologia, e portanto uma mesma leséo
ora foi observada muitas vezes (em varios
cortes), ora poucas vezes (em poucos
cortes). A partir dessa observacao é que foi
criada uma tabela com a frequéncia das
principais lesdes. Da mesma forma foram
avaliadas as lesGes macroscopicas e a tabela
de frequéncia nesse caso foi criada através
da analise da descricdo macroscopica dos
achados em cada amostra..

Do total das 231 amostras avaliadas apenas
151 apresentaram exames para deteccdo de
agentes bacterianos coinfecciosos
(Streptococcus suis, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Pasteurella multocida,
Bordetella bronchiseptica, Haemophilus
parasuis,  Staphylococcus aureus e
Escherichia. coli.
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5.2 Preparo do pool de extratos de
tecidos das amostras

No preparo do pool de extrato de tecidos das
amostras foram utilizados fragmentos de
tecidos e orgdos (figado, rins, baco,
intestinos delgado e grosso, pulmdes, e
linfonodos) contemplando todo o material
enviado pelo IPEVE. O material foi entio
macerado, homogeneizado numa suspensao
de 20% em solucéo salina tamponada com
fosfato (0,01M PO,, 0,15M NaCl em pH
7,2) e armazenado em frascos com
capacidade de 20 mL. As aliquotas foram
mantidas congeladas a — 20 °C. Todas as
231 amostras foram enviadas pelo IPEVE ao
Laboratério de Doencas a Virus da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais sob refrigeracdo em frascos
contendo o pool representativo de cada
amostra.

5.3 Avaliacéo das Lesoes
Macroscopicas e Microscopicas

A avaliagdo macroscopica das lesbes foi
realizada por diferentes veterinarios e na
maioria das vezes ainda a campo quando os
animais eram sacrificados para envio do
material ao IPEVE. A avaliacéo
histopatoldgica das lesdes microscopicas foi
realizada pelos veterinarios do IPEVE, tendo
sido os fragmentos fixados em formalina a
10% e em seguida desidratados em &lcool
absoluto, tratados com xilol e depois
embebidos e incluidos em parafina, cortados
a 5 micrémetros e corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE). As lesdes
microscopicas foram classificadas em lesdes
discreta, moderada e severa de acordo com
Chianini et al. (2003) (Tabela 1).

Tabela 1 Classificacdo em discreta, moderada e severa da infeccdo pelo CVS-2 através dos achados

microscépicos adaptado de Chianini et al. (2003)

Achados microscépicos

Classificacdo

Tecidos linféides (linfonodos, bago, placas de peyer)
Foliculos linféides com discreta deplegéo linféide

Discreta infiltragéo histiocitaria

Discreta presenca de células gigantes multinucleadas sinciciais
Pulmdes

Discreta

Discreto espessamento multifocal dos septos alveolares devido a presenga de infiltrado linfohistiocitario

Rins

Agregado multifocais de linfécitos e células plasméticas

Tecidos linféides (linfonodos, bago, placas de peyer)

Foliculos linféides com moderada deplegéo linféide

Varidvel nimero de histiécitos nas éreas foliculares e interfoliculares
Presenca de células gigantes multinucleadas sinciciais

Presenca de corpusculos de inclusdo basofilicos intracitoplasmaticos
Pulmées

Moderada

Discreto espessamento multifocal dos septos alveolares devido a presenga de infiltrado linfohistiocitario

Aumento no nimero de macréfagos alveolares

Exsudacéo neutrofilica em bronquios, bronquiolos e alveolos
Rins

Infiltracdo linfoplasmocitéria na cortical e medula renal
Tecidos linféides (linfonodos, bago, placas de peyer)
Foliculos linféides com severa deplegéo linféide

Intenso infiltrado histiocitario nas areas subcapsulares, e interfoliculares

Presenca de células gigantes multinucleadas sinciciais
Presenca de corpusculos de inclusdo basofilicos intracitoplasmaticos

Placas de peyer com consistente deplecéo linféide associada com infiltrado histiocitario

Pulmdes
Infiltracdohistiocitaria
Diminuicéo ou perda dos tecidos linféides broncoassociados

Severa

Moderado a severo espessamento multifocal dos septos alveolares devido a presenca de infiltrado linfohistiocitario

Aumento no nimero de macréfagos alveolares
Exsudacéo neutrofilica em bronquios, bronquiolos e alveolos
Rins

Discreta a moderada infiltragdo multifocal linfoplasmocitaria no cortex renal
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5.4 Titulag@o dos homogeneizados de
tecido em cultura de célula

O total de 231 amostras foi titulado para
avaliacdo da carga de virus infeccioso sendo
a quantificacdo do virus infeccioso nas
suspensdes de tecidos realizada pela técnica
de imunoperoxidase em monocamada
celular (IPMC) conforme Ellis et al. (1998)
e Fort et al. (2007) com modificacdes.
Resumidamente, o inoculo viral obtido a
partir suspensdo 20% em PBS do pool de
tecidos diluido na base 3, (1:10, 1:30, 1:90,
1:270, 1:810, 1:2430) e acrescentado em
duplicata sobre as monocamadas
semiconfluentes de células PK15. As
microplacas foram incubadas por 72 horas
em estufa de CO, a 37°C e em seguida
fixadas com solucdo de acetona/alcool
metilico 95% (1:1) e secas a temperatura
ambiente.  Soro  padrdo  anti-CVS-2
(VMRD®) foi acrescentado sob as
monocamadas e ap6s uma hora de incubacéo
em estufa a 37°C e lavagem das placas
anticorpo secundario previamente titulado
foi adicionado e incubado uma hora em
estufa a 37°C. Apo6s lavagem a reacdo foi
revelada pela adicdo do substrato, o
cromogeno 3-amino-9-etil-carbazol
adicionado de 0,3% H,O, e a leitura
realizada em microscoépio invertido.

5.5 Extracao do DNA

O DNA foi extraido utilizando a técnica de
tiocianato de guanidina de Chomkzynski
(1993) com maodificagbes, onde aos 100
microlitros (ul) de cada amostra foram
adicionados 500ul de tiocianato de
guanidina em microtubo de 1500upL. Apos
10 minutos de homogeneizacdo manual as
amostras foram mantidas em banho de gelo
durante 10 minutos. Foi adicionado 250ul de
acetato de amonio (7 M), refrigerado a -
20°C, a cada amostra sendo mantidas por
mais 10 minutos em banho de gelo. Em
seguida foi adicionado 500uL de solucéo
cloroférmio/2-pentanol ~ (24:1)  também

refrigerado a -20°C, e as amostras foram
submetidas a vigorosa homogeneizagéo até a
formacdo de emulsdo através de vortex. O
material foi centrifugado a 4°C a 12.000 x g
por 10 minutos para separacdo das fases. A
fase aquosa resultante da fase anterior foi
transferida para outro microtubo de 1500uL,
misturada com 405uL de isopropanol (-
20°C) e incubada em freezer a -20°C por um
periodo minimo de duas horas. ApOs esse
periodo as amostras foram homogeneizadas
por inversdo e centrifugadas a 4°C a 12.000
X g por 5 minutos e, 0 sobrenadante
descartado por inversdo. O sedimento
resultante da centrifugacdo foi lavado com
500uL de etanol 70%, temperatura
ambiente, centrifugado a 4°C a 12.000 x ¢
por 5 minutos e, o sobrenadante descartado,
novamente, por inversdo. O sedimento foi
seco a temperatura ambiente e, suspendido
em 50ul de agua bidestilada. O DNA viral
foi mantido em freezer a -20°C até o
momento do uso.

5.6 A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

5.6.1 Oligonucleotideos iniciadores

Para a amplificacdo do gene da ORF2 foram
usados diferentes pares de oligonucleotideos
iniciadores (Castro et al., 2007). Regides
conservadas do genoma foram escolhidas
como alvo para o desenho dos pares de
oligonucleotideos iniciadores. Para 0 gene
da ORF3 foi desenhado par especifico para
este trabalho (Figura 12 e Tabela 2).
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Legenda: ) 5
476 pb 1467 pb = continuacéo
I 338 pb I 371 pb

Figura 12 Representacdo esquematica dos pares de oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo do
gene da ORF2 e ORF3 (Adaptado de Castro Tese Doutorado, 122 p., 2005).

Tabela 2 Pares de oligonucleotideos iniciadores da ORF3 do CVS-2

. Pares dEZ‘ TN Regido de Tamanho do
oligonucleotideos Alvo Seqliéncia 5™~ 3 hibridizag&o fragmento
iniciadores da ORF3
Fa3 ORF3 CGAGAAAGCGAAAGGA 299-314 I
Ra3 GGTAACCATCCCACCA 669-654

5.6.2 Condicdes de Amplificagéo

Apés a extragdo do DNA dos
homogeneizados de tecidos foi realizada a
PCR utilizando 3uL de DNA extraido num
volume final da reacdo de 50ul utilizando
1,5 mM MgClI,, 1X tampéo PCR, 0,2 mM de
dNTP, 50pmoles de cada oligonucleotideo
iniciador e 1,5 U de Tag DNA polimerase. O
material foi amplificado em termociclador
automatico modelo Eppendorf Mastercycler
ep Gradient S thermal cycler. O nimero de

ciclos, tempo e as temperaturas utilizadas
para as reacOes dos fragmentos da ORF2
foram realizadas conforme Castro et al.
(2007) sendo para a ORF3 utilizado 30
ciclos, com desnaturacéo inicial a 95° C por
2 min, desnaturacdo do DNA a 95° C por 30
s, anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores a 50° C por 30 s e extensdo a 72°
C por 30 s A reacado finalizou-se com uma
etapa de aquecimento a 72° C por 5 min.

5.6.3 Deteccao do produto amplificado
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Os  fragmentos  amplificados  foram
analisados através de eletroforese em cuba
horizontal, em gel de agarose 1,5% imerso
em tampdo Tris-Borato-EDTA (89 mM de
Tris-borato, 2mM de EDTA pH 8,2) e sob
120v e corrente elétrica de 400mA. A
visualizagcdo dos fragmentos amplificados
em cada corrida eletroforética foi possivel
apo6s coloracdo com brometo de etidio na
concentracdo de 0,5mg/mL e visualizacdo a
luz ultravioleta em transiluminador. As
dimensdes dos  amplificados  foram
comparadas com padrdo de peso molecular
(100 pb Promega) disposto no gel
juntamente com as amostras analisadas.

5.6.4 Purificacdo das Amostras

Os fragmentos de DNA foram submetidos a
migracdo eletroforética em gel de agarose a
1,5% e purificados com o kit comercial GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare) de acordo com as
especificacfes do fabricante. A qualidade da
purificagdo do DNA foi verificada em outra
corrida eletroforética com 5uL de DNA
purificado por canaleta juntamente com o
padréo de peso molecular (100 pb Promega).

5.7 Sequenciamento

Todas as amostras foram sequenciadas no
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada
e Sorologia do Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva e Salde Animal -
VPS da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

5.7.1 Reacdo de Sequenciamento e
Purificacdo do produto com bases
marcadas

Os fragmentos amplificados pela PCR
seguido da purificacdo e quantificagdo foram
utilizados nas reacfes de sequenciamento
automatico. Em um volume final de 10uL
foram utilizados 1uL de Big Dye v 3.1 (TM
Terminator-cycle sequencing ready reaction

— Applied Biosystems), 2uL de tampdo Save
Money 5x (200mM de Tris, 5mM de MgCl,,
pH 9,0), 10pmoles do primer e 24ng de
DNA purificado. Os fragmentos de DNA
foram submetidos a wuma migracdo
eletroforética em gel de agarose a 1,5% com
5uL de DNA purificado por caneleta
juntamente com o padrdo Low Mass DNA
Ladder (Gibco BRL-Gaytherburg/USA).
Apo6s a corrida, compararam-se,
visualmente, as intensidades das bandas
obtidas do DNA purificado com aquelas do
padrdo, utilizando a tabela fornecida pelo
fabricante, obtendo-se desta forma a
concentracdo de DNA em ng/pL. Quando a
concentracdo do DNA das amostras foi
abaixo de 4ng/uL, o volume final da reacdo
foi duplicado, assim como a concentragao
dos reagentes, exceto a do primer utilizado.
As condigcfes de tempo e temperatura da
reacdo de sequenciamento foram: 96°C por
1 minuto, seguido de 40 ciclos de 96°C por
15 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C
por 4 minutos (Castro et al., 2007).

Para cada 10uL do produto das reacbes de
sequenciamento foram adicionados 40uL de
isopropanol a  65%, homogeneizado
gentilmente e incubado a temperatura
ambiente por 15 minutos ao abrigo da luz.
Em seguida, a mistura foi centrifugada a
14000 x g durante 25 minutos; o
sobrenadante foi descartado,
cuidadosamente, por inversdo e o sedimento
lavado com 300uL de etanol a 70%. Depois
0 material foi centrifugado a 14.000 x g
durante 10 minutos, 0 sobrenadante
descartado com o auxilio de pipeta e o
sedimento aquecido no termobloco a 82°C
por dois minutos para evaporar o etanol
residual. Esse material foi armazenado a -
20°C. No instante em que as amostras foram
colocadas no aparelho ABI PRISMTM 377
Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems,
USA), essas foram suspensas em 3,4uL da
solugdo contendo formamida e Blue
Dextran-EDTA (Applied Biosystems, USA)
na proporgdo de 5:1. Posteriormente, esse
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material foi desnaturado a 95°C por dois
minutos e colocado em gelo por mais dois
minutos. Aplicaram-se 1,5uL desse material
no gel de sequenciamento (Castro et al.,
2007).

5.8 Analise Filogenética

5.8.1 Montagem e validacéo das
sequéncias nucleotidicas

A qualidade das sequéncias foi verificada
inicialmente  no  programa  Sequence
Analyzer 2.4 que acompanha o seqtienciador
de DNA e posteriormente o programa Phred
v.0.20425 (Ewing et al., 1998; Ewing e
Green, 1998), utilizando o pardmetro
phred=20 (probabilidade de 1 possivel erro
em 100 nucleotideos) para a validacdo das
bases. Algumas sequéncias foram assim
excluidas das andlises e outras simplesmente
ndo foram geradas quando o produto da
purificagdo da PCR mostrou-se de qualidade
duvidosa.

5.8.2 Busca de sequéncias homdlogas
em bancos de dados

As sequéncias geradas foram comparadas
com sequéncias depositadas no GenBank,
utilizando os programas BLASTN e
BLASTX (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

5.8.3 Analise filogenética do CVS-2
baseada nas sequéncias de ORF2 e
ORF3

A qualidade das sequéncias foi verificada
inicialmente  no  programa  Sequence
Analyzer 2.4 e posteriormente no programa
Phred v.0.20425 (Ewing et al., 1998; Ewing
e Green, 1998), utilizando o parametro
phred=20 (probabilidade de 1 possivel erro
em 100 nucleotideos) para a validacdo das
bases. As sequéncias geradas foram
comparadas com sequéncias depositadas no
GenBank, utilizando os programas BLASTN

e BLASTX (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
O alinhamento das sequéncias de
aminoécidos de todas as amostras foi feito
usando Clustal W (Thompson et al., 1997)
implementado no programa MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007) que também foi usado
para estimar a divergéncia entre 0s
diferentes hapl6tipos através do modelo de
distancia nucleotidica Kimura 2-parametros
(K2p) e para construgdo de arvore
filogenética baseada no método de distancia
Neighbor Joining (NJ) usando distancias
K2p e medidas de suporte e confiabilidade
de ramos calculadas com porcentagem de
1000 replicas (bootstrap) (Figura 15 e 17).
Para o alinhamento da ORF2 foi utilizado
ndo apenas o segmento da ORF2 como
também da ORF1 uma vez que apenas a
sequéncia da ORF2 ndo permitiria a
diferenciacdo entre os grupos 1 e 2 com 0s
oligonucleotideos utilizados.

No alinhamento e discriminacdo das 89
sequéncias da ORF3 do CVS-2 do presente
trabalho foram utilizadas trés amostras do
GenBank (GER3, AF20130; GER1,
AF201305; Fd1, AY322000). Estas amostras
foram previamente classificadas e utilizadas
na divisdo de genogrupos da ORF3
conforme Timmusk et al. (2008): amostra
AF201307 pertencia ao genogrupo SG1 da
ORF3; amostra AF201305, ao genogrupo
SG2 da ORF3 e a amostra AY322000 ao
genogrupo SG3 da ORF3.

As amostras estudadas foram agrupadas
dentro de cada um dos genogrupos pela
similaridade de sua sequéncia de
nucleotideos (Anexo 4) e de aminoacidos
com as sequéncias de referéncia. A edicédo e
calculo da identidade das sequéncias foi
feito usando o programa BioEdit, versdo
7.04

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.
html).

Na construgdo das arvores filogenéticas foi
utilizado o método Neighbor Joining e
primeiramente estabelecidos os modelos de
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evolucgdo para cada conjunto de dados a ser
analisado através do programa Modeltest.
De posse dos modelos de evolucdo, as
arvores para a sequéncia de nucletideos
(Anexo 5) e de aminoacidos foram
construidas com busca heuristica, partindo
de uma arvore construida pelo método de NJ
com 1000 réplicas.

5.8.4 Pressao de Selecdo baseada na
sequéncia da ORF3 do CVS-2

Para estimar ds and dy foram usados os
métodos NG (Nei e Gojobori, 1986) and ML
(Goldman e Yang, 1994). A existéncia de
presséo seletiva ao longo da ORF3 foi entéo
testada através do software phylogenetic
analysis by maximum-likelihood (PAML)
(Yang, 1997) que utiliza aproximacdo da
maxima verossimilhanga com modelos
baseados em codon para estimar a relagdo
(w) da taxa de substituices ndo sinénimas
por sitio ndo sinbnimos (dy,), para estimar
taxa de substituicGes sindnimas por sitio
sinbnimo (ds). E assim estima a taxa o pela
maximum-likelihood com modelos baseados
em codons, com taxas heterogéneas entre 0s
sitios (Yang et al., 2000).

5.8.5 Filogeografia baseada na
sequéncia da ORF3 do CVS-2

Foram construidas redes haplotipicas
(networks) para observar a distribuicdo
geogréfica e a filogenia dos haplotipos para
a ORF3 do CVS-2. Os dados foram gerados
pelo algoritmo median-joining (Bandelt et
al., 1999) utilizando-se o programa Network
4.0.

6 ANALISE ESTATISTICA

O teste Exato de Fisher foi utilizado nas
andlises estatisticas: i) correlagdo entre o
titulo infeccioso de 83 amostras com
descricdo histopatolégica com as categorias
discreta, moderada e grave da severidade das
lesBes; ii) comparacdo entre os grupos de

extratos de pulmbes com isolamento
bacteriano (n=37) e sem isolamento
bacteriano (n=34); iii) correlacdo entre os
grupos com e sem isolamento bacteriano nos
pulm@es quanto ao titulo infeccioso de CVS-
2, e a classificacdo das lesdes
histopatoldgicas.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 PCR

Todas os 231 extratos de tecidos
provenientes de suinos com sinais clinicos
de SACS foram positivos para CVS-2
através da PCR e amplificaram o fragmento
de 371 bp a partir do gene ORF3.

7.2 Agentes coinfecciosos bacterianos
isolados e sua distribui¢do nos estados
brasileiros

Das 231 amostras do estudo foram
analisados 150 extratos de tecidos. 42
amostras (28.0%) em 150 ndo apresentaram
isolamento de qualquer agente bacteriano,
67 amostras (44.7%) isolaram apenas um
agente bacteriano e 41(27.3%) isolaram
mais de um agente bacteriano.

A freqiéncia observada dos agentes
bacterianos nas 67 amostras foi: 18/67
(26.9%) de Streptococcus suis, 7/67 (10.4%)
de Actinobacillus pleuropneumonia, 22/67
(32.8%) de Pasteurella multocida tipo A,
6/67 (9.0%) de Pasteurella multocida tipo
D, 3/67 (4.5%) de Bordetella
bronchiseptica, 7167 (10.4%) de
Haemophilus parasuis e 4/67 (6.0%) de
Escherichia coli alfa hemolitica (Gréfico 1).
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B Streptococcus suis

m Actinobacillus pleuropneumoniae
@ Pasteurella multocida tipo A
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= Bordetella bronchiseptica
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Gréfico 1 Frequéncia dos agentes bacterianos isolados e identificados em coinfeccdo com o CVS-2 em
67 amostras analisadas de animais com sinais clinicos de CDRS e pneumonia

Todas as bactérias foram isoladas de suinos
com sinais clinicos da SACS associados a
pneumonia. As bactérias mais comumente
isoladas e identificadas nas amostras foram
P. multocida tipo A e S. suis.

Os resultados foram concordantes com os de
Brockmeier et al. (2002a), Kim et al. (2003)
gue incriminaram o CVS-2 como um dos
agentes virais primarios da CDRS devido a
sua ampla prevaléncia em suinos com
doencas respiratérias. E com aqueles de
Thacker e Thanawongnuwech (2002) que
definiram que a importancia da CDRS est4
justamente nas interacGes entre patdgenos
virais e bacterianos agindo como agentes
primarios e secundarios.

Conforme Pijoan (2006) uma possivel
explicacdo para a predominancia da P.
multocida tipo A em processos pneumoénicos
seria sua capacidade de aderéncia as células
epiteliais facilitando sua difusdo pelas vias
aéreas e resisténcia ao processo de defesa
mucociliar, aliada a presenca da capsula de
acido hialurénico que dificulta sua
fagocitose pelos macrofagos alveolares nos
pulmdes.

Stepan (1995) acompanhando o abate de
suinos em frigorificos do Rio Grande do Sul
em 1993 isolou 100 amostras de P.
multocida a partir de 230 pulmdes com
consolidagdo, pneumonia e  pleurite.
Borowsky et al (2002) confirmaram seus
achados ao estudarem amostras de P.
multocida isoladas de animais com lesOes
pneumonicas no estado de Rio Grande do
Sul e relatarem aumento no ndmero de
isolamentos de cepas a partir de pulmdes de
suinos com pneumonia e pleurite.

Ristow e colaboradores (2007) em estudo
com animais com sinais clinicos da SACS
oriundos de 46 granjas dos estados Minas
Gerais, Sdo Paulo, Goias, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul encontraram
em amostras positivas para CVS-2 uma
prevaléncia de 97,8% para Streptococcus
suis e de 15.2% para Pasteurella multocida.

A distribuicdo das bactérias associadas ao
CDRS em suinos com sinais clinicos da
SACS nos estados brasileiros estudados
mostrou diversidade (Figura 13). Os
resultados encontrados no presente estudo
estdo de acordo com Reis et al. (1992),
Sobestianks et al. (1999) e Silva et al.
(2002).
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Bordetella bronchiseptica
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® Staphilococcus aureus
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Figura 13 Distribuicdo dos agentes bacterianos coinfecciosos em amostras de suinos com sinais clinicos
da SACS nos estados brasileiros (MT, MS, GO, MG, ES, SP, PR, SC, RS

O estado de Minas Gerais foi o que
apresentou maiores freqiiéncias de agentes
bacterianos, destacando-se P. multocida tipo
A, H. parasuis e 0 S. suis (Gréfico 2).
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Bactérias pulmonares associadas ao CVS-2 nas amostras analisadas
nos diferentes Estados brasileiros do estudo

14 -
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S o Pasteurella multocida tipo A
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Gréfico 2 Distribuicdo das bactérias pulmonares associadas ao CVS-2 nas amostras estudadas nos
Estados Brasileiros envolvidos no estudo

Nas 41 mostras nas quais foi
possivel isolar e identificar mais de um
agente bacteriano em coinfeccdo com o
CVS-2 observou-se 24 associagdes entre
patégenos (Grafico 3). O grande numero de
associagOes é condizente com a assertiva de
Thacker e Thanawongnuwech (2002) que
haviam definido o CDRS como processo de
etiologia mdaltipla envolvendo inclusive a
sobreposicdo de patdgenos em um mesmo
animal ou em uma mesma regido geografica,
podendo inclusive afetar diferentes plantéis
com graus de severidade variaveis ao longo
do periodo de permanéncia dos animais na
granja.
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Grafico 3 Distribuicdo das bactérias pulmonares associadas ao CVS-2 em 24 diferentes combinagdes nas
amostras estudadas nos estados brasileiros envolvidos no estudo

Em Minas Gerais mais uma vez foram
observadas as maiores frequéncias entre as
diferentes associacBes tendo destacado A.
pleuropneumonia e P. multocida tipo A; S.
suis e P. multocida tipo A; S. suis e P.
multocida tipo A e H. parasuis.

7.3 Avaliacdo e frequéncia das lesdes
macroscopicas

Ao exame macroscopico as lesGes foram
variaveis (Clark, 1996; Rosell et al., 1999;
Ellis et al., 1998), ndo especificas (Segalés
et al., 2004a) e apresentaram maior
concentracdo nos linfonodos, bago, pulmdes,
figado e rins (Tabela 3).
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Tabela 3 Frequéncia das principais lesbes macroscopicas a necropsia avaliadas em 205 extratos de

tecidos do estudo

Lesdes macroscopicas Freguéncia %
Tecidos linféides (n=298)
Linfadenopatia e congestéo (inguinal, submandibular, mesentérico, e mediastinal) 168 56,4
Baco aumento de tamanho e hiperplasia da polpa branca 130 43,6
Frequéncia total nos tecidos linféides 298 100,0
Pulmdes (n=248)
Pulmdes com é&reas de hepatizagdo 131 52,8
Pulmdes com edema interlobular, congestdo e areas de consolidagao cranio ventral 117 47,2
Frequéncia total nos pulmdes 248 100,0
Figado (n=23)
Figado com lobulagdo evidente, congesto e presenca de fibrina na superficie de corte 12 52,2
Figado palido, congesto e com deposicéo de fibrina 11 47,8
Frequéncia total no figado 23 100,0
Rins (n=140)
Rins palidos ou com maltiplos focos brancos de diametro variavel e petéquias que se aprofundam ao corte em direcéo cortical 89 63,6
Rins hiperplésicos e congestos 51 36,4
Frequéncia total nos rins 140 100,0

Os linfonodos apresentavam-se aumentados
de tamanho, congestos e com 4reas
hemorrdgicas. Em alguns animais foi
possivel observar edema interlobular e
subcapsular.

O baco estava aumentado de tamanho,
congesto, com hiperplasia da polpa branca e
presenca de areas de infarto. Em alguns
animais foi possivel observar a presenca de
fibrina na superficie e aderéncia. Entretanto
também foram observados animais com
linfonodos reagentes, aumentados de volume
e baco sem quaisquer lesbes dignas de nota.

Os pulmbes  apresentavam  edema
interlobular de graduacédo discreta a intensa,
areas de hepatizacdo nos lobos apicais,
diafragmatico e cardiaco. Em alguns animais
pdde ser observado espessamento da pleura,
depositos de  fibrina e aderéncias
interlobulares, além de micro abscessos.

O figado apresentava lobulacdo evidente,
consisténcia firme, palidez, presenca de
pontos brancos, petéquias, e fibrina na
superficie.

Os rins apresentavam-se aumentados de
volume, congestos, com areas
esbranquicadas em todo o parénquima.
Presenca de petéquias e pontos brancos
distribuidos de maneira focal na superficie
do 6rgéo, e que se aprofundavam ao corte.

7.4. Avaliacgao histopatologica e
frequéncia das lesbes microscopicas

As lesdes microscopicas observadas a
histopatologia e a sua frequéncia em 83
amostras do presente trabalho foram
compativeis com aquelas observadas
(Segalés et al., 2004a; Chae, 2004;
Opriessnig et al., 2007) em animais
clinicamente afetados pela SACS (Tabela
4).
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Tabela 4 Frequéncia e porcentagens das principais lesdes microscopicas de tecidos linfoides e ndo

linféides em 83 amostras estudadas

Lesbes microscopicas Frequéncia %
Tecidos linféides (n=246)
Linfonodos com foliculos linféides com deplegéo linféide 70 28,46
Linfonodos com infiltrato inflamatério histiocitario 71 28,86
Linfonodos com presenca de células gigantes sinciciais 35 14,23
Linfonodos com presenca de crpusculos de inclusdo basofilicos intracitoplasmaticos 12 4,88
Baco com foliculos linféides com deplecéo linféide 30 12,20
Baco com infiltrato inflamatério histiocitario 28 11,38
Total das frequéncias de lesdes microscopicas nos tecidos linfoides 246 100,00
Pulmédes (n=150)
Pulmdes com pneumonia broncointersticial 54 36,00
Pulm@es com infiltrado inflamatério linfohistiocitario ao redor de bronquios e bronquiolos 35 23,33
Pulm@es com exsudagéo de fibrina na pleura 18 12,00
Pulmdes com septos alveolares espessados por infiltrado histiocitério e hiperplasia de macréfagos alveolares 36 24,00
Pulm@es com presenga de células gigantes sinciciais 7 4,67
Total das frequéncias de lesdes microscépicas nos pulmdes 150 100,00
Rins (n=76)
Rins com nefrite intersticial linfohistiocitaria 35 46,05
Rins com glomerulonefrite membranoproliferativa 20 26,32
Rins com nefrose tubular difusa 19 25,00
Rins com presenca de células gigantes sinciciais 2 2,63
Total das frequéncias de lesées microscépicas nos rins 76 100,00
Intestino delgado (n=
Intestino delgado com proliferacéo de histiécitos 5 35,71
Intestino delgado com hipertrofia das placas de peyer 3 21,43
Intestino delgado com proliferacéo de enterécitos 3 21,43
Intestino delgado com presenca de células gigantes sinciciais 2 14,29
Intestino delgado com presenca de cérpusculos de inclusdo basofilicos intracitoplasmaticos 1 7,14
Total das frequéncias de lesdes microscépicas no intestino delgado 14 100,00

Nos linfonodos foram observados foliculos
linféides com discreta a severa deplecéo de
linfocitos levando & perda da arquitetura
folicular além de histiocitose (71/83), em
conformidade com o descrito por Segalés et
al. (2004b) que consideraram esta uma das
lesdes em tecidos linféides  mais
caracteristicas de suinos afetados pela
SACS. A presenga de células gigantes
multinucleadas sinciciais e corpusculos de
inclusdo intracitoplasmaticos basofilicos
puderam também ser observados. Segundo
Allan e Ellis (2000) este achado poderia ser
associado a presenca intracitoplasmatica de
grande quantidade de antigeno de CVS-2 em
celulas da linhagem mondcitos/macrofagos,
incluindo células dendriticas. Diversos
autores (Clark, 1996; Kiupel et al., 1998;
Rosell et al., 1999; Segalés et al., 2004a)
classificaram este achado como
patognoménico na SACS, embora Chae
(2004) tenha afirmado que sua baixa

frequéncia € considerada um episddio
normal na sindrome. Em alguns animais a
presenca de necrose central circundada por
macrofagos epitelidides foi observada como
descrito por Segalés et al. (2004a), além da
presenga de infiltrado neutrofilico e micro
abscessos caracterizando uma linfadenite
piogranulomatosa.

No baco foram observados (33/83) foliculos
linféides com deplecdo linfoide discreta a
severa e proliferacdo de macrofagos de
forma semelhante que o observado nos
linfonodos (Rosell et al., 1999; Allan e Ellis,
2000)

Nos rins foram observados (35/83)
glomerulonefrite membranoproliferativa,
nefrite intersticial multifocal com infiltrado
inflamatério de linfécitos e histidcitos,
localizada no intersticio tubular e
perivascular, todas as lesBes compativeis
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com as descritas por Rosell et al. (1999).
Estavam presentes também células gigantes
sinciciais e nefrose tubular  difusa
caracterizada por cdpsula glomerular espessa
envolvida por células inflamatdrias e
deposicdo de material hialino homogéneo no
espaco glomerular.

Em alguns animais foram observadas lesdes
histopatolégicas no intestino  delgado
(06/83) caracterizadas por mucosa espessada
com moderada a intensa proliferagdo de
enterocitos que se apresentavam jovens e
imaturos. Criptas com varias camadas de
enterocitos, infiltrado de  neutrdfilos,
linfécitos e histidcitos na base e auséncia de
células caliciformes. Placas de Payer
hipertrofiadas, com severa deplecdo de
linfocitos, intensa proliferacdo de histiocitos,
presencga de células gigantes multinucleadas
e corpusculos de incluséo
intracitoplasmaticos.

Em apenas um animal foi observado enterite
muco hemorragica aguda difusa, com focos
de proliferacdo de enterécitos jovens e
imaturos, e, auséncia de  células
caliciformes. Neste animal também foram
observadas criptas dilatadas e repletas de
secrecdo e debris celulares ou infiltrados de
neutréfilos, além de macréfagos entre as
criptas.

7.4.1 Avaliacao histopatologica de 83
extratos de pulmdes e sua correlacao
com a presenca ou auséncia de
coinfec¢Oes bacterianas

Os achados histopatoldgicos observados nos
pulmbes  foram  descritos  conforme
associacdo positiva (34/83) ou negativa do
CVS-2 com coinfecgdes bacterianas (37/83).
Os resultados foram concordantes com os de
Brockmeier et al. (2002a), Harms (2002) e
Kim et al., (2003) que haviam incriminado o
CVS-2 como um dos agentes virais
primarios da CDRS devido a sua ampla
prevaléncia em suinos com doengas

respiratorias. E com aqueles de Thacker e
Thanawongnuwech (2002) que definiram
que a importdncia da CDRS estaria
justamente nas interacGes entre patdgenos
virais e bacterianos agindo como agentes
primarios e secundarios.

No grupo de associagdo negativa com
bactérias foi observado pneumonia bronco
intersticial com septos alveolares espessados
por infiltrado de histidcitos e neutréfilos nos
espacos alveolares, e na luz de brénquios e
bronquiolos.  Presenca de infiltrado
inflamatorio linfohistiocitario
peribronquiolar e perivascular e células
gigantes multinucleadas sinciciais (Rosell et
al., 1999; Allan e Ellis, 2000; Chae, 2004;
Segalés et al., 2004a).

No grupo de associagdo positiva com
coinfeccBes bacterianas foram observadas
(12/34) lesbes pulmonares semelhantes ao
grupo anterior, e lesbes (22/34) com
caracteristicas das infecgdes associadas.

Em duas amostras nas quais foi detectada a
presenca de coinfeccdo com Pasteurella
multocida tipo A foram observados
pneumonia bronco intersticial com presenca
de exsudagédo de fibrina. Em uma delas foi
observada também pneumonia intersticial e
broncopneumonia fibrino purulenta aguda.

A presenca de Pasteurella multocida tipo D
foi detectada em uma amostra na qual foi
observada  broncopneumonia  fibrinosa
aguda.

A associacdo entre Pasteurella multocida
tipo A e tipo D permitiu a observacdo de
broncopneumonia fibrinosa aguda
caracterizada por infiltrado
linfohistiplasmocitario com  localizagéo
peribronquial, peribronquiolar e
perivascular, associada & pneumonia
intersticial ~ caracterizada  por  septos
alveolares espessados por infiltrado de
histiécitos e hiperplasia de macrofagos
alveolares. E de pleuropneumonia fibrino
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purulenta com abundante exsudagdo de
neutréfilos e de fibrina na pleura visceral,
nos espacos alveolares e na luz de brénquios
e bronquiolos.

Em quatro amostras foi identificada
coinfeccdo com Pasteurella multocida tipo
A e Streptococcus suis. Em cada uma delas a
manifestacdo da lesdo pulmonar foi distinta.
Em uma amostra foi observada pneumonia
bronco intersticial semelhante aos casos de
associacdo negativa com bactérias. Em uma
segunda amostra foi observada pleurite
fibrinosa e pneumonia bronco intersticial,
caracterizada por exsudagdo na pleura
visceral, infiltrado linfohistiocitario e
moderada proliferagdo de foliculos linféides
bronco associados. Em uma terceira foi
observada broncopneumonia fibrino
supurada com exsudacdo de fibrina nos
espacos alveolares, na luz de brénquios e
bronquiolos, e infiltrado linfohistiocitario. E
na quarta amostra foi  observada
broncopneumonia fibrinosa aguda.

As lesBes observadas com a associacdo entre
as Pasteurella multocida tipo A e D e
Streptococcus suis foram pleurite fibrino-
hemorragica difusa, caracterizada por
abundante exsudacdo de fibrina na pleura
visceral acompanhada de area de hemorragia
e moderado infiltrado  inflamatdrio
constituido predominantemente de
linfécitos, neutréfilos e  macréfagos.
Observou-se ainda discreto infiltrado
inflamatério linfohistiocitario
peribronquiolar.

Pleuropneumonia fibrino supurada crénica
com presenga de micro abscessos,
exsudacdo de fibrina com  grumos
bacterianos e areas de necrose foi observada
em amostra com a associacao de Pasteurella
multocida tipo A e  Bordetella
bronchiseptica.

J& a associacdo entre Pasteurella multocida
tipo A, Bordetella bronchiseptica e
Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo

3, foi observado quadro de pleurite cronica
com broncopneumonia supurada multifocal.

Em duas amostras foi identificada a
associacdo entre Pasteurella multocida e
Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo
3. Entretanto em uma amostra a Pasteurella
multocida era do tipo A e na outra do tipo D.
Em ambas as amostras foi observada
broncopneumonia fibrino supurada aguda.
Mas observou-se na amostra com a
Pasteurella multocida tipo D a presenca de
intensa exsudacdo de fibrina e de
neutrofilos, com localizagdo subpleural nos
espacos alveolares e na luz de brénquios e
bronquiolos.

Em uma amostra na qual foi identificada a
associacdo entre as bactérias Pasteurella
multocida tipo A, Actinobacillus
pleuropneumoniae sorotipo 3 e Escherichia
coli ndo hemolitica foi observada
pleuropneumonia fibrino supurada aguda
caracterizada por abundante exsudacdo de
fibrina na pleura visceral, infiltrado
inflamatdrio linfohistiocitario, peribronquial
e peribronquiolar, infiltrado inflamatdrio
neutrofilico nos espagos alveolares e na luz
de bronquiolos. E presenca de areas de
necrose e focos de hemorragia.

A Pasteurella multocida tipo A ou tipo D
geralmente  considerada um  agente
oportunista tem  sido  recentemente
relacionado a numerosos casos de severa
broncopneumonia frequentemente associada
a pleurite. Estes achados tém indicado uma
maior viruléncia de certos isolados e a
possibilidade inclusive, de que possam ser
considerados como patdgenos primarios,
apesar de geralmente estarem relacionados a
infeccbes mistas com virus e bactérias
(Davies et al., 2003). Tal assertiva péde ser
observada no presente trabalho com
amostras comprovadamente positivas para o
CVS-2 pela PCR e que no isolamento
apresentaram P. multocida acompanhada de
um ou mais patégenos bacterianos. Um
exemplo disso foi o isolamento em uma
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amostra da P. multocida e E. coli, tal qual
retratado por Halloy et al. (2005) em estudo
com suinos experimentalmente infectados
com as duas bactérias. No presente trabalho
foi observado ainda quadro pneuménico em
suinos infectados tanto com sorotipos A
guanto D em conformidade com o que
Pijoan (2006) e Borowski et al. (2007) ja
haviam determinado.

No Brasil o numero de isolamentos de cepas
de Pasteurella multocida a partir de pulmdes
de suinos com pneumonia e pleurite assim
como sua identificacdo nos diversos estados
brasileiros produtores de suinos tem sido
grande (Borowski, 2006). Neste estudo a
Pasteurella multocida tipo A pOde ser
encontrada nos estados de Mato Grosso,
Goiés, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e no
Rio Grande do Sul demonstrando estar
presente em praticamente todas as regioes
produtoras, independente do manejo.
Enquanto que a Pasteurella multocida tipo
D foi encontrada apenas em Goiés, Minas
Gerais, e Rio Grande do Sul (Gréfico 2).

O Actinobacillus pleuropneumoniae sorotipo
3 assim como o0 sorotipo 8 foram
identificados em amostras estudadas. As
lesbes observadas nas amostras com o0
sorotipo 3 foram caracterizadas por
pleuropneumonia fibrino necrética aguda
com abundante exsudacdo de fibrina na
pleura visceral e nos espacos alveolares,
além de areas de necrose e de hemorragia.
Enquanto que naquelas com o sorotipo 8 foi
observada pneumonia intersticial
caracterizada  por  septos  alveolares
espessados por infiltrado de histiocitos.
Além  de  pleuropneumonia  fibrino
hemorrégica aguda com intensa exsudagao
de fibrina, subpleural, nos espacos
alveolares e na luz de bronquiolos, infiltrado
inflamatdrio linfoplasmocitério e
neutrofilico ao redor de bronquios e de
bronquiolos. E também o espessamento dos
septos alveolares e infiltrado neutrofilico na
luz dos alvéolos. Os achados de
pleuropneumonia em ambos os casos foram

coerentes com a descricdo de Heres (2009)
gue diferenciou a pleurite do tipo seca
induzida pela P. multocida daquela induzida
pelo A. pleuropneumoniae caracterizada pela
infiltragdo de fibrina. Conforme ressaltado
pelo mesmo autor, & microscopia as lesdes
pulmonares com envolvimento da P.
multocida sdo bastante similares as presentes
na maioria das pneumonias bacterianas e
caracterizam-se por pneumonia exsudativa
com a presenca de neutrofilos.

Surtos com Actinobacillus
pleuropneumoniae estdo frequentemente
associados a presenca de outros patdgenos
primarios. Assim a infeccdo do animal por
um destes agentes promove alteragdes do
sistema de defesa pulmonar, predispondo as
infeccbes  secundarias por  Pasteurella
multocida, Haemophilus  parasuis e
Actinobacillus suis.

No Grafico 2 pbde ser observada a presenca
deste agente nos estados de Mato Grosso e
Minas Gerais, ambos considerados pélos
importantes de distribuicdo de suinos para as
diferentes regides brasileiras.
Particularmente em Minas Gerais este
achado foi relevante devido a importancia
do estado na suinocultura brasileira e a
multipla identificacdo e isolamento de outras
bactérias pulmonares também relacionadas
ao CDRS.

Em duas amostras a  Bordetella
bronchiseptica foi isolada. Em uma delas foi
observada  broncopneumonia  purulenta
multifocal caracterizada por infiltrado
inflamatdrio linfohistiocitario peribronquial,
peribronquiolar e perivascular, infiltrado
neutrofilico nos espagos alveolares e na luz
de brénquios e bronquiolos com moderada
proliferagdo de foliculos linfoides bronco-
associados. Na outra amostra foi observada
pneumonia intersticial focal e
broncopneumonia fibrino supurada aguda.
Foi possivel observar nas 2 amostras a
infiltracgdo  dos  espagos  aéreos  por
neutré6filos sem contudo a presenca de
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necrose de alvéolos, e vasos sanguineos ou
de hemorragia que geralmente caracterizam
0s quadros de infecgdo pulmonar pela B.
bronchiseptica.

Em uma amostra foi identificada as bactérias
Bordetella bronchiseptica e Haemophilus
parasuis. A avaliacdo histopatoldgica
observou-se pleurite fibrinosa aguda e
broncopneumonia fibrino purulenta aguda.

Diversos estudos (Banemann e Gross, 1997;
Brockmeier e Register, 2000; Hewlett et al.,
2006 e Brockmeier e Register, 2007) tém
indicado mecanismos pelos quais a B.
bronchiseptica é capaz de predispor o
hospedeiro & infec¢Bes por outras bactérias.
A toxina dermatonecrética é incriminada
como um dos principais fatores pela sua
capacidade de alterar o clearance através da
destruicdo do epitélio ciliar, aumento do
muco além da exposicdo de areas da
submucosa facilitando a adesdo de outras
bactérias como o H. parasuis, Streptococcus
suis e a P. multocida.

A Bordetella bronchiseptica foi identificada
(Gréfico 2) em amostras dos estados de
Espirito Santo e Rio Grande do Sul.
Epidemiologicamente sua presenca adquiriu
maior relevancia no estado do Rio Grande
do Sul onde a P. multocida tipo D também
foi identificada indicando a possibilidade de
ocorréncia de casos de rinite atréfica
progressiva em plantéis da regido.

Em duas amostras foi identificada
Haemophilus parasuis. Em uma delas foi
observada pneumonia broncointersticial
aguda caracterizada por septos alveolares
espessados por infiltrado de histidcitos,
abundante exsudacdo de fibrina e de
neutréfilos na luz de brénquios, bronquiolos
e espagos alveolares. Presenca de infiltrado
linfohistiocitéario peribronquial,
peribronquiolar, perivascular e intensa
proliferacdo de macrofagos alveolares. Em
outra foi observada pleurite fibrinosa difusa
e pneumonia intersticial multifocal. As

lesbes observadas nestas 2 amostras sdo
coincidentes com as descricdes de Vahlé et
al. (1995) Vahlé et al. (1997). Nestes
trabalhos os autores definiram o H. parasuis
como agente etioldgico da broncopneumonia
supurativa, caracterizada por consolidacao
das seccdes antero-ventrais do pulméo e pela
presenga de exsudato purulento nos
brénquios e bronquiolos. Foi observado sua
capacidade em induzir lesdes no epitélio da
mucosa ao se associar com a camada
mucosa da cavidade nasal e promover a
liberacdo de compostos toxicos além de sua
capacidade em induzir infecgbes
respiratorias e rinite atrofica induzida pela
Pasteurella multocida.

No presente trabalho, o H. parasuis foi
identificado (Grafico 2) apenas nos estados
de Mato Grosso do Sul e Minas Gerais,
entretanto os achados foram considerados
relevantes uma vez que em rebanhos
imunologicamente debilitados o patdgeno
geralmente manifesta-se de forma aguda
provocando perdas econdmicas
significativas devido a mortalidade elevada
em leitGes, grande numero de refugos além
da depreciacéo de carcacas no abatedouro.

A Escherichia coli ndo hemolitica foi
observada em uma amostra na qual foi
observada pneumonia broncointersticial
cronica com intensa fibrose peribronquial e
peribronquiolar,  abundante  exsudacéo
fibrina e de neutrdfilos nos espacos
alveolares e na luz de brénquios e
bronquiolos. Em outra amostra, a E. coli ndo
hemolitica foi identificada juntamente com o
Streptococcus suis e neste caso foi
observada pneumonia broncointersticial e
broncopneumonia supurada. Em todas as
amostras nas quais a E. coli foi identificada,
em infeccdo isolada ou mista pdde ser
observado a presenca de lesdes pulmonares
caracterizadas por processos inflamatdrios
com a presenga de infiltrado
linfohistiocitario e neutrofilico nos espagos
alveolares e no interior de brbnquios e
bronquiolos além de exsudato de fibrina.
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Estes achados estdo de acordo com o0s
estudos de Olson et al. (1995), O’Grady et

al. (2001), Halloy et al. (2005) que
determinaram a inducdo de resposta
inflamatdria aguda sobre células

mononucleares fagocitarias e neutrofilos
induzida pelas endotoxinas da E.coli,
aumentando os riscos de uma infeccdo
respiratoria assintomatica evoluir para um
guadro de pneumonia infecciosa. Entretanto
¢ importante ressaltar que as amostras
enviadas para o laboratério de diagndstico
parceiro deste trabalho foram coletadas de
animais com sinais clinicos da SACS que
foram sacrificados. Assim sendo devemos
ser cautelosos em ndo excluir a possibilidade
da ocorréncia de contaminacao das amostras
pela E. coli durante sua coleta & necropsia.

7.5 Associagdes entre lesbes
microscoépicas e titulo infeccioso

O titulo infeccioso das 205 amostras
foi estabelecido através da inoculacdo de
diluigdes dos homogeneizados de tecidos em
monocamadas celulares. Os titulos obtidos
foram agrupados em 4 categorias: negativos
(< 10), baixo (10 a 30), moderado (90 a 270)
e alto (> 810). O titulo infeccioso de 83
amostras com descri¢do histopatolégica foi
comparado com as categorias discreta,
moderada e grave de classificacdo da
severidade das lesdes (conforme Chianini et
al., 2003), através do teste Exato de Fisher.
N&do foi encontrada significAncia, ou seja
lesbes discretas, moderadas e severas séo
estatisticamentes iguais em todas as
categorias de titulos (negativos, baixo,
moderado, e alto). Os resultados podem ser
observados na Tabela 5 e no Gréfico 4.

Tabela 5 Anélise de associacdo entre os titulos utilizados e os tipos de lesdes encontradas nas amostras.

lesBes
Titulo Discreta Moderada Severa  Total Teste Exato de Fisher (Prob)
(D) M) ©)
Negativo(N) 0 2 1 3 DxM DxS MxS
Baixo(B) 5 9 4 18 NxB 04583  0,5000  0,7054
Médio(ME) 7 3 2 12 NxME 01515 03000  0,7143
Alto(A) 0 0 2 2 NxA - - 0,3000
B x ME 0,1069 0,3100  0,5609
BxA - 0,2727 0,1429
ME x A - 0,1091  0,2857
Relagcao entreTitulo do CVS-2 nos tecidos e Classificacdo das lesdes microscoépicas
» 35,00%
kK 30,12%
£ 30,00% -
i 25,00% -
E 20.00% 1 15,66% — 15,66% piscreta
2 15,00% - Bmas Moderada
H 0O Severa
¢ 10,00% 4
2 4,82% o
€ 500% | 1,20% 1,20% 1,20% 361/0
0,00% ——1
Negativo Baixo Médio Alto
<10 10 a 30 90 a 270 810 a 2430
Titulo

Gréafico 4 Titulos

infecciosos do CVS-2 categorizados em baixos e médios

relacionados

com a classificacéo das lesdes (discreta, moderada e severa) de 83 amostras analisadas
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Mesmo quando a comparacgdo foi realizada
entre os grupos de extratos de pulmdes com
isolamento  bacteriano (n=37) e sem
isolamento bacteriano (n=34) através do
teste Exato de Fisher ndo houve diferenca
significativa (Anexo 7).

O mesmo foi observado quando a correlacéo
foi estabelecida entre estes dois grupos
quanto ao titulo infeccioso de CVS-2, e a
classificacdo das lesGes histopatolégicas ou
seja, nestes dois grupos também ndo foi
possivel observar diferencas significativas
(Tabela 6).

Tabela 6 Relagdo entre o titulo infeccioso de CVS-2 classificado em alto (> 810), médio (90 a 270) e
baixo (<10 a 30) em amostras de extratos de pulmdes sem isolamento de agentes bacterianos (n = 37) e
com isolamento de agentes bacterianos (n = 34) e a classificacdo das lesdes histopatoldgicas em discretas,

moderadas e graves

Amostras de extratos de pulmdes sem isolamento e

Amostras de extratos de pulmdes com isolamento e

Titulo identificagdo de coinfec¢Bes bacterianas (n=12) identificagdo de coinfec¢des bacterianas (n=32)
Classificagéo das lesdes microscépicas Classificagdo das lesbes microscopicas
Discreta Moderada Severa Discreta Moderada Severa
Alto 0 0 1 1 2 2
Meédio 1 2 0 5 1 2
Baixo 1 2 5 6 10 3

As alternativas que explicam este fato
podem ser esclarecidas pelos animais
recentemente  infectados que podem
apresentar lesdes microscdpicas discretas
associadas a grandes quantidades de virus
infecciosos devido a altas taxas de
replicacdo viral nas fases iniciais da
infeccdo. Contrariamente aqueles animais
gue na fase tardia da doenga podem
apresentar lesdes microscopicas severas e
baixa carga de virus infeccioso caracteristica
de infeccdo viral parcialmente controlada.
Outra alternativa plausivel seria a diferenca
na aplicabilidade dos testes dificultando a
correlacdo entre o titulo infeccioso e as
lesbes microscdpicas, uma vez que a
primeira técnica detecta virus infeccioso
enguanto a outra permite a visualizacdo das
lesbes causadas pela passagem do virus no
organismo do animal. Ou ainda a
possibilidade de problemas com a
conservagdo das amostras que poderia
ocasionar baixos titulos infecciosos em
amostras com lesdes histolégicas moderadas
a severas. E finalmente, deve ser citada a
porcentagem de animais que podem se
recuperar e apresentar nos estagios cronicos

lesbes microscOpicas discretas ou mesmo
ausentes com titulos baixos indicando
quantidades minimas de CVS-2 em tecidos
linfoides e ndo linfoides.

7.6 Sequenciamento

Foram sequienciadas 51 amostras do banco
de dados para o estudo da ORF2 e 89
amostras para estudo da ORF3.

7.7 Analise filogenética da ORF2 do
CVS-2

O alinhamento das sequéncias das 51
amostras do presente trabalho e mais 24
amostras do GenBank (Figura 14) permitiu
observar 0 agrupamento das mesmas no
grupo 1 e subgrupos 1A e 1B conforme
Olvera et al. (2007). No presente trabalho
ndo conseguimos identificar nenhuma
amostra do grupo 2. Relevante, também, foi
a diferenca na porcentagem entre os dois
subgrupos, pois enquanto o 1A apresentou
88,5% das amostras dispostas entre 0s
estados de Mato Grosso, Goids, Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana,
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Santa Catarina e Rio Grande do Sul, apenas
11,5% das amostras foram classificadas no
subgrupo 1B, com amostras nos estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santo.
Entretanto é preciso ressaltar que na
totalidade das amostras, Minas Gerais
detinha 66,66% e como apenas uma amostra

na distribuicdo das amostras no subgrupo 1A
foi marcante (Figura 15). Outro fator que
deve ser considerado € o grande transito
entre suinos de Minas Gerais para 0s demais
estados representando um fluxo genético
dispersor de variantes predominantes em
Minas Gerais devido ao comércio regular

desse total foi do subgrupo 1B sua influéncia com os outros estados.
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Figura 14 Alinhamento dos fragmentos da ORF2 para agrupamento das sequéncias dentro dos grupos e

subgrupos do CVS-2
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Figura 15 Arvore Filogenética da ORF-2 do CVS-2 construida pelo método de distancia Neigbhor-
Joining (azul grupo 1 subgrupo A e vermelho grupo 1 subgrupo B)
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Os nossos achados estdo de acordo com o
trabalho de Chiarelli-Neto et al. (2008) que
também ndo detectaram qualquer outra
amostra do grupo 2 no Brasil. Em seu
trabalho os autores agruparam as amostras,
pertencentes aos estados da Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Parand, Santa Catarina,
Séo Paulo (92,86% do total) no grupo 1,
subgrupo 1AB. Sua classificagdo foi baseada
na afirmacdo de Olvera et al. (2007) de que
0 subgrupo 1B é um variante recombinante
resultado da ORF2 do subgrupo 1A com a
ORF1 do subgrupo 2D, e com Hesse et al.
(2008) que afirmaram que O grupo e
subgrupo 1A do CVS-2 esta normalmente
associado a casos de SACS. Tal afirmativa
estd em acordo com o presente trabalho onde
todas as amostras foram originarias de
suinos com sinais clinicos das Sindromes
Associadas & Circovirose Suina sendo
88,5% inseridas no 1A e, apenas 11,5% no
1B. E importante ressaltar que no presente
trabalho a amostragem foi baseada na
demanda do laboratério de diagndstico
parceiro (IPEVE) e que ndo priorizou um
calculo do nimero de amostras por estado
para uma analise de prevaléncia, portanto
ndo foi possivel determinar se os dados
obtidos se devem a grande concentracao das
amostras em Minas Gerais e estados
relacionados, ou ao predominio efetivo do
subgrupo 1A nos estados brasileiros.

Ja Castro et al. (2007) e Ciacci-Zanella et al.
(2009) encontraram amostras do grupo 2 e
subgrupos D e E em S&o Paulo, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul nos anos de
2003 e 2004. Este fato pode ter ocorrido
devido a introducgdo de variantes via animais
e sémen ou a proximidade geogréfica entre
as propriedades amostradas, localizadas
predominantemente no sul do pais o que
explicaria ndo terem sido observados
representantes do grupo 2 do CVS-2 nos
estados de Minas Gerais, Mato Grosso e
Goias. Outra possibilidade a ser aventada no
caso das sequéncias de Santa Catarina é o

sistema de integracdo que favorece a
multiplicidade de animais de origens
diferentes circulando entre as granjas.

Um exemplo de introducdo via importacédo
de animais foi relatado por Carman et al
(2008) num estudo na provincia do Quebec
no Canada, onde foram encontradas
variantes genéticas do CVS-2 previamente
detectadas na Franga, ocasionando sua
subsequente  distribuicdo  para  outras
provincias através do comércio regular entre
as provincias.

Opriessning et al. (2006) especularam que
diferentes  apresentacbes  clinicas da
circovirose poderiam ser relacionadas a
variacdo na patogenicidade entre 0s
isolados. Enquanto que Sorden (2000);
Quintana et al. (2001), Casalmiglia et al.
(2002) e Madec et al. (2000) afirmaram que
a presenca do CVS-2 pode ndo implicar
necessariamente em doenca, assim como
alguns sinais clinicos podem ndo ser
especificos para a SACS, sendo fatores
importantes e geralmente associados o0
manejo, a densidade populacional, e a
presenga de co-infeccbes na duragdo da
SACS e sinais clinicos associados. No
presente trabalho todas as amostras
estudadas foram associadas com desordens
respiratorias associadas a SACS
independente do subgrupo que pertenciam.
Castro et al. (2007) encontraram animais
com sinais clinicos de emagrecimento,
desordens respiratorias e outros ainda sem
qualquer sinal clinico enquanto Ciacci-
Zanella et al. (2009) relacionaram suas
amostras a sinais clinicos de desordens
respiratorias, enterite proliferativa, fetos
abortados, sindrome da dermatite e
nefropatia suina apesar dos diferentes grupos
e subgrupos encontrados nos diferentes
estados.

Das 51 amostras estudadas nos diferentes
estados apenas 22 delas possuiam avaliagdo
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histopatolégica e, mais uma vez
independentemente do subgrupo do CVS-2
as amostras apresentavam lesbes
microscopicas variando entre discretas,

conforme a
(2003)

moderadas e  severas
classificacdo de Chianini et al.
(Tabela 7).

Tabela 7 Grupo 1 e subgrupos A e B do CVS-2 e sua relacdo com lesfes microscopicas classificadas em
discretas, moderadas e severas nas 22 das 83 amostras estudadas

Classificacdo lesdes

Amostras Estados  Grupo 1 subgrupos 1A e 1B - L.
microscopicas

765 MG 1A Discreta
880 MG 1A Discreta
549 SC 1A Discreta
526 ES 1A Discreta
889 PR 1A Discreta
866 SC 1B Discreta
1171 MG 1A Moderada
679 MG 1A Moderada
1061 MG 1A Moderada
1327 RS 1A Moderada
678 SP 1A Moderada
655 MG 1A Moderada
1125 MG 1A Moderada
1222 MG 1A Moderada
955 MG 1A Moderada
1322 MG 1A Moderada
1066 MG 1A Severa
1343 MG 1A Severa
1034 GO 1A Severa
1025 MG 1A Severa
1240 MG 1A Severa
993 MG 1B Severa

Carman et al. (2008) discutem que o
aumento da severidade das lesBes
histopatoldgicas em  multiplos  tecidos
afetados por cepas variantes poderia ser
relacionado a aumento da viruléncia devido
a propriedades genéticas do novo virus,
alteracfes nos seus aminoacidos, e mutagdes
silenciosas que poderiam afetar a transcricéo
do RNAm viral, a traducdo das proteinas
virais ou mesmo a replicacdo do virus. Por
outro lado Segalés et al. (2004a) ressaltam a
importancia do conhecimento da época da
coleta do tecido para avaliacdo
histopatoldgica em relacdo ao tempo pos
inoculagdo, pois animais recentemente
infectados (antes dos 21-25 pds infeccdo

onde ocorre o0 pico de replicacdo do virus)
ou em fase terminal (apds 35 dias pos
infeccdo na fase de declinio da replicacdo
viral) podem apresentar lesOes
microscopicas discretas ou mesmo ausentes,
gue ndo auxiliam na classificagdo da
viruléncia dos variantes circulantes.

Nos anos de 2005 e 2006 um aumento na
frequéncia de casos severos da SACS na
América do Norte levou Carman et al.
(2006); Gagnon et al. (2007); Cheung et al.
(2007); Horlen et al. (2007) a tentarem
estabelecer este fenbmeno com a introducéo
de uma cepa nova mais virulenta do CVS-2,
mas ndo obtiveram sucesso. Opriessnig et al.
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(2008) buscando determinar se a diversidade
de cepas do CVS-2 influenciaria na sua
viruléncia utilizaram clones de diferentes
variantes dos grupos 2A e 2B do CVS-2 em
animais SPF. Seus resultados demonstraram
ndo haver diferencas na viruléncia entre o0s
distintos grupos do CVS-2, mas apontaram
gue diferencas na viruléncia poderiam ser
encontradas nas variantes de cada grupo
possivelmente devido a minimas alteracfes
nos genomas. Embora Olvera et al. (2007)
tenham afirmado que a sequéncia do gene
ORF2 seja adequada apenas para separar 0s
isolados dentro de grupos e subgrupos, nédo
permitindo, contudo associacao de gendtipos
especificos com o estado de satde do animal
ou sua origem geografica.

Um achado interessante foram amostras
pareadas (mesma  propriedade) com
diferenca de um ano entre a data de coleta
(2006 e 2007) que pertenciam aos subgrupos
1B e 1A. Esse achado indica que variantes
distintos circularam na mesma propriedade,
entretanto ndo foi possivel estabelecer se
houve diferenca quanto a viruléncia dos
mesmos, pois ndo dispunhamos das
descrigbes das lesdes microscépicas das
duas amostras.

7.8 Analise Filogenética da ORF3 do
CVS-2

Todos os 89 homogeneizados de tecidos
foram amplificados com o par de
oligonucleotideos  iniciadores  Fa3/Ra3
resultando num fragmento de 371 pares de
bases que compreende a ORF3 do CVS-2. A
analise filogenética da sequéncia da ORF3
permitiu identificar e discriminar os trés
genogrupos definidos por Timmusk et al.
(2008) nas amostras dos diferentes Estados
do Brasil. No genogrupo SG1 foram
agrupadas sequéncias de Sdo Paulo e Santa
Catarina correspondendo a 3,4% do total.
No genogrupo SG2 foram reunidas
sequéncias do Mato Grosso, Goias, Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e Santa

Catarina correspondendo a 12,3% das
sequéncias. Um total de 84,3% das
sequéncias foram agrupadas no genogrupo
SG3 que reuniu sequéncias de todos os 9
Estados estudados, sendo que 58,6% dessas
eram originarias de propriedades de Minas
Gerais.

A avaliagdo da possibilidade de diferentes
variantes  circulando numa  mesma
propriedade em datas distintas foi testada.
As 31 amostras  selecionadas  por
apresentarem uma contrapartida coletada na
mesma propriedade em épocas distintas,
67,74%, originarias de Mato Grosso, Minas
Gerais e Parand foram classificadas em
SG3B e 6,45% de Mato Grosso foram
classificadas em SG2D enquanto 25,81%
das amostras originarias de Goias, Sdo Paulo
e Santa Catarina, apresentaram diferentes
classificagbes em cada coleta. As amostras
de Santa Catarina classificadas em SG1 na
primeira coleta foram classificadas em
SG2B e SG2A na seguinte, as de Séo Paulo
coletadas entre dezembro de 2006 e junho de
2007 foram classificadas como SG3B e as
de Goiéds foram classificadas na primeira
coleta como SG2D e na seguinte como
SG3A.

A maior porcentagem das amostras testadas
manteve a mesma classificacdo entre as
diferentes coletas, entretanto foi possivel
observar amostras diferentes circulando em
uma mesma propriedade em datas distintas
tanto em Santa Catarina caracterizada pelo
sistema de integracdo de multiplas origens
quanto em S&o Paulo e Goias caracterizadas
por ciclo continuo de origem Unica. A
ocorréncia de amostras coletada em datas
distintas e classificadas em SG1, SG2 e SG3
indica a presenca de variantes do CVS-2,
circulando em uma mesma propriedade e
num mesmo Estado.

Conforme Steverink et al. (2002) a doenca é
mais comumente encontrada em granjas de
terminacdo de mdaltiplas origens como no
caso das propriedades do Estado de Santa
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Catarina. Uma vez que a chance de entrada
de um novo variante no plantel ¢ muito
grande e o risco de eventos de mutacdo,
recombinagdo na presenca de mdltiplos
variantes como descrito por Hesse et al
(2008), apesar do gene da ORF3 ser mais
conservado em relacéo ao da ORF2, é maior
que no sistema de fluxo continuo.
Interessante que esse tipo de substituicdo de
variantes também ocorreu em granjas de
ciclo completo com fluxo continuo como em
Goias e Sdo Paulo e um espaco de tempo
curto, em torno de sete meses.

As sequéncias do GenBank utilizadas como
referéncia para cada um dos genogrupos
(SG1, SG2, e SG3) e as sequéncias de
aminoécidos das amostras estudadas foram
comparadas quanto a identidade na
sequéncia de residuos de aminodcidos
(Figura 16). As 89 sequéncias do presente

Quadro 1 Comparacdo quanto a identidade dos residuos de aminodcidos

estudo apresentaram similaridade de 97%,
98% e 99% com as sequéncias referéncias
do GenBank para os genogrupos SG1, SG2
e SG3, respectivamente. Em SG2 e SG3 foi
possivel a subdivisdo em categorias (SG2:
A, B, C, D e SG3: A e B) de acordo com a
identidade de sua sequéncia de residuos de
aminoacidos. No subtipo SG3A todas as 16
amostras apresentaram um residuo de
aminoécido diferente da amostra AY 322000
na posicdo 103. No subtipo SG3B, 54
amostras apresentaram 100% de identidade
com a sequéncia de referéncia AY322000 e
apenas cinco amostras (1045, 1231, 532, 408
e 1164) demonstraram menor identidade
devido a diferenca nos residuos de
aminoacidos: em 1045 nas posi¢des 16 e 26;
em 1231 na posi¢do 19, em 532 e 408 na
posicdo 96 e 1164 na posicdo 58 (Quadro
1).

entre as sequéncias de

referéncia do GenBank para os trés genogrupos SG1, SG2 e SG3 do CVS-2 e as 89 amostras do estudo

dos animais clinicamente afetados

. 2 (AF201 AY322
CARACTERISTICAS Genogrupo SGL (AF201307) Genogrupo SG2 (AF201305) Genogrupo SG3 (AY322000)
a b c d a h
) MT, GO, MG
Localizagéo dos genogrupos nos MT, GO, MG, GO, MG, e
Estados Brasileiros do estudo 5P, SC SP,SC s¢ ES, P MT, G0 ES, SC, RS ES, SP&ZR‘ 5
Porcgnta_gem deA |d§nt|dade coma 9% 98% 99%
sequéneia referéneia do Genbank
Nimero de reSJdups de d!fergnga coma 2(5P): 4 (S0) 1 ) ) 1 1 0
sequéncia referéncia
Identificacdo dos residuos de 12L->F | 416> S
aminodcidos divergentes da sequéncia | 1412 Vi 41R > SEP)/IAISVIDASTH 1091 yf 416 § | 103H- D | Néo observado
referéncia 41R>S;103H - D (SC) 104K Q[102L~> F
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As sequéncias de SG1, SG2 e SG3
apresentaram diferencas em residuos de
aminoacidos e em todos 0s casos a mudanga
foi ndo silenciosa resultando em
modificacdo no aminoacido. O alinhamento
multiplo das sequéncias permitiu observar
em SG1 100% de identidade entre as
sequéncias do Estado de Santa Catarina,
mesmo que a adogdo do sistema de manejo
de integracdo nas granjas deste estado
normalmente facilite a circulagdo de
amostras virais distintas entre os planteis
devido a multipla origem dos animais
confinados numa mesma propriedade.

A variagdo dos residuos de aminoacidos nas
posicbes 102-104 pode ser considerada
especifica para cada genogrupo da ORF3 do
CVS-2; as sequéncias agrupadas no
genogrupo SG1 apresentaram nas posigdes
102 a 104 de seus residuos de aminoacidos
FHQ (Fenilalanina / Histidina / Glutamina) e
FDQ (Fenilalanina / Aspartato / Glutamina).
As sequéncias classificadas no SG2 tinham
nessas posi¢cGes LNK (Leucina / Asparagina
/ Lisina), ou FNK (Fenilalanina / Asparagina

/ Lisina) ou FNQ (Fenilalanina / Asparagina
/ Glutamina), enquanto que as sequéncias do
genogrupo  SG3  apresentavam  LHQ
(Leucina / Histidina / Glutamina) ou LDQ
(Leucina / Aspartato / Lisina). As variagOes
detectadas nas posi¢cdes 102 a 104 em cada
grupo representam um marcador fingerprint
gue auxilia na classificacdo dos genogrupos
e na identificagdo de variantes como
sugerido recentemente por Cheung et al.
(2007).

E possivel que a variagdo observada no
cddon 41 afete a resposta imunoldgica do
hospedeiro, uma vez que esse aminoécido
estd inserido na regido imunodominante
localizada entre os amino&cidos 31 a 50 da
ORF3 responsivel pela resposta de
linfocitos T (Stevenson et al., 2007). Apesar
da mutacdo ndo silenciosa nesta regido
imunodominante, ndo houve troca de classe
de aminoacidos, uma vez que resultou na
troca de um residuo de serina por glicina
entre SG1 e SG2, mantendo a caracteristica
de polar neutro (Tabela 8).

Tabela 8 Diferencas dos aminoacidos (aa) da ORF3 do CVS-2 entre os trés genogrupos SG1, SG2 e SG3
do CVS-2 em 89 das amostras dos animais clinicamente afetados

Residuo
Genogrupos ORF3 CVS-2
41 102 103 104
Amino &cido -
- F H
cédigo de 1 letra S Q
SG1
Caracteristicas Neutro Ne:’glc;rrmo Polar basico Neutro polar
Amino &cido -
cédigo de 1 letra G L N K
SG2
Caracteristicas Neutro ndo  Neutro ngo Neutro polar Polar basico
polar polar
Amino &cido -
- L D/H K
cédigo de 1 letra S /
SG3

Caracteristicas Neutro polar

Neutro ndo Polar acido/

. . Polar basico
polar Polar bésico
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7.9 Arvore Filogenética baseada na
sequéncia da ORF3 do CVS-2

A andlise da éarvore filogenética de
aminoacidos para a ORF3 (Figura 17)
confirmou o alinhamento prévio que dividiu
as 89 amostras em 3 genogrupos SG1, SG2 e
SG3 e seus subtipos. A maior concentracéo

de amostras foi observada em SG3A e
SG3B. A média de distancia (d: estimada)
dos aminoécidos dentro dos grupos SGI,
SG2 e SG3 da ORF3 do CVS-2 foi
respectivamente 0,024, 0,018, 0,006. A
média de distancia dos aminoéacidos entre os
subtipos foi analisada conforme o Quadro
2.

Quadro 2 Média de distancia entre os subtipos dos genogrupos da ORF3 do CVS-2

SG1 SG2A SG2B SG2C SG2D SG3B SG3A
SG1
SG2A 0,039
SG2B 0.029 0.010
SG2C 0.034 0.031 0.031
SG2D 0.042 0.021 0.031 0.021
SG3B 0.027 0.042 0.032 0.022 0.021
SG3A 0.026 0.042 0.031 0.026 0.021 0.012
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Figura 17 Arvore Filogenética baseada no método de Neighbor-joining (NJ) para sequéncia de
aminoacidos da ORF3 do CVS-2 nas amostras analisadas. Os nimeros dispostos ao longo dos ramos
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A avaliacdo da arvore filogenética de
aminoacidos para a ORF3 indicou que a
distincia média dos aminoacidos dos
genogrupos SG1, SG2 e SG3 indicam uma
maior proximidade filogenética entre o0s
genogrupos SG1 e SG2 e o0s subtipos SG2A
e SG2B; e SG3A e SG3B. A distancia
medida pelo tamanho dos ramos foi baixa
indicando proximidade genética entre 0s
individuos.

7.10 Classificacao das lesbes segundo
0s genogrupos da ORF3

O grau de severidade das lesfes (Chianini et
al., 2003) de 44 amostras estudadas foi
correlacionado com os genogrupos da ORF3
e seus subtipos (Grafico 5 e Anexo 1).

25+

20+

15+

101 &=
5 —

Total

Severe

SG1 SG2A SG2B SG2C SG2D

Moderate | @ Discrete
Discrete O Moderate
SG3A SG3B B Severe
O Total

Gréfico 5 Distribuigdo das 44 amostras estudadas de acordo com a classificacdo das lesbes microscopicas

e dos genogrupos/subtipos da ORF3 do CVS-2

No subtipo SG3B observou-se que as lesdes
discretas e moderadas distribuiram-se
equivalentemente enquanto que as severas
apresentaram menor porcentagem. No
subtipo SG3A foi observada a distribuicao
equivalente de lesdes moderadas e severas
sem a presenca de amostras com lesbes
discretas. No genogrupo SG2 apenas um
subtipo  apresentou  lesGes  discretas,
moderadas e severas, enquanto os demais
apresentaram exclusivamente lesbes
discretas. Enquanto que no genogrupo SG1
as les@es foram classificadas exclusivamente
em discretas.

A maior concentracdo de amostras
classificadas em moderadas e severas foi
encontrada em SG3A e as discretas e
moderadas em SG3B sugerindo variantes
com diferenca na viruléncia dentro do
mesmo genogrupo SG3 conforme afirmado
por Cheung et al. (2007), sendo as amostras

de SG3A  derivantes com  maior
patogenicidade que aquelas do subtipo
SG3B. A presenca predominante de lesdes
classificadas em discretas nos genogrupos
SG1 e SG2 confirma os resultados de
Timmusk et al. (2008) que determinaram
gue a classificacdo dos genogrupos pudesse
ser baseada no historico da presenca da
SACS na propriedade, e dessa forma o
genogrupo SG1 reuniria ~ amostras
provenientes de propriedades sem a doenca,
0 SG2 de propriedades com surtos recentes e
0 SG3 com historico da sindrome. Como as
amostras do presente trabalho foram
provenientes de animais com sinais clinicos
compativeis com a SACS era esperado que a
maior distribuicdo fosse justamente no
genogrupo SG3 e que o0s demais
apresentassem lesGes discretas
predominantemente. Entretanto é importante
ressaltar que a triade requerida para o
diagndstico da SACS nao foi realizada nas
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amostras estudadas, uma vez que o estudo
foi realizado a partir de extratos de tecidos
selecionados com base apenas nos sinais
clinicos da sindrome.

Estados, dispersdo dos genogrupos e sua
predomindncia nas amostras estudadas
(Figura 18) e, quais as possiveis
caracteristicas que amostras de mesma

propriedade coletadas em datas diferentes
poderiam apresentar dentro do contexto
filogeografico. No presente trabalho as
sequéncias foram agrupadas em 14
hapldtipos, onde as sequéncias de referéncia
do GenBank para os genogrupos SG1, SG2,
SG3 correspondiam respectivamente aos
haplétipos H1, H6 e H11.

7.11 Filogeografia dos genogrupos
SG1, SG2 e SG3 da ORF3 do CVS-2
nas amostras

Através da filogeografia foi possivel definir
achados em relagcdo a discriminacdo dos
haplétipos, sua distribuicdo geografica nos
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Figura 18 Representacdo grafica da filogeografia dos 14 haplétipos que compdem o presente trabalho,
divididos dentro dos genogrupos SG1, SG2, SG3. O tamanho das circunferéncias sdo relativamente
proporcionais a frequéncia relativa dos haplétipos. Mv significa median vector e representam estagios que
existiram (ou existem), mas nao foram amostrados. Os nimeros de substituicdes entre cada par de
haplétipos séo representados sobre a linha que os conecta. Os hapldtipos foram discriminados conforme
sua similaridade nos residuos de aminodcidos (14-15-19-26-29-41-58-69-96-102-103-104) em H1 (1
sequéncia — ICVFARQVRFHQ); H2 (1 sequéncia — VCLFTSQVRLHQ); H3 (1 sequéncia —
VCVFASQVRFHQ); H4 (5 sequéncias — VCVFTGQVRFNK); H5 (1 sequéncia — VCVFTGQVRFNQ
ou sequéncia GenBank AF201307); H6 (1 sequéncia — VCVFTGQVRLNK ou sequéncia GenBank
AF201305); H7 (1 sequéncia — VCVFTSKVRLHQ); H8 (2 sequéncias — VCVFTSQIRFNK); H9 (2
sequéncias — VCVFTSQVRFDQ); H10 (16 sequéncias — VCVFTSQVRLDQ); H11 (56 sequéncias —
VCVFTSQVRLHQ sendo uma delas a sequéncia de referéncia do GenBank AY322000); H12 (3
sequéncias — VCVFTSQVRLNK); H13 (2 sequéncias — VCVFTSQVSLHQ); e H14 (1 sequéncia —
VGVLTSQVRLHQ).
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O genogrupo SG1 foi observado em uma
amostra coletada em Agosto de 2007 no
Estado de Sdo Paulo e em duas amostras
coletadas em Novembro de 2007 no Estado
de Santa Catarina, distribuidas nos
haplétipos H3 e HO.

Os quatro subtipos de SG2 foram reunidos
nos haplétipos H4, H5, H8, HI12
respectivamente. Suas sequéncias estdo
distribuidas nos Estados de Mato Grosso,
Goias, Minas Gerais, Espirito Santo, Sao
Paulo e Santa Catarina no periodo de
Dezembro de 2006, Abril, Maio, Julho,
Agosto, Setembro e Novembro de 2007.

O genogrupo SG3 subdividido em SG3A e
SG3B demonstrou SG3B mais prevalente
gue SG3A, tendo sido observado em
praticamente todos 0S meses nos nove
Estados, enquanto SG3A foi encontrado nos
meses de Maio, Julho, Agosto, Setembro e
Outubro de 2007 nos Estados de Goias,
Minas Gerais, Espirito Santo, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul. O subtipo SG3A foi
todo agrupado no haplétipo 10 enquanto que
0 SG3B envolveu os haplétipos H2, H7,
H11, H13 e H14. O subtipo SG3A foi
encontrado no mesmo periodo que o subtipo
SG2D. O H11 agrupou 55 sequéncias
representativas de todos os nove Estados
tendo sido considerado o haplétipo
derivador ou ancestral para 0 SG3 devido a
sua ampla dispersdo.

A singular ocorréncia de SG1 em apenas trés
amostras dentre as 89 estudadas indica sua
pequena prevaléncia entre os animais com
sinais clinicos de SACS que relacionada
com lesdes discretas sugere um virus de
baixa patogenicidade. Entretanto é preciso
observar que a pequena amostragem nos
Estados de Santa Catarina e Sdo Paulo pode
ter influenciado este resultado.

A localizacdo de SG2D na rede haplotipica
associada a sua ocorréncia em Estados de
grande representatividade no comércio
interestadual de suinos e sua manifestacdo

em lesdes moderadas e severas € de
relevancia, pois pode representar risco de
dispersdo desta variante, possivelmente mais
patogénica que aquelas do genogrupo SG1
ou demais subtipos de SG2.

A grande concentracdo de amostras no
SG3B, sua ampla distribuicdo nos haplétipos
e ocorréncia de sequéncias coletadas numa
mesma propriedade em datas distintas
correlacionadas dentro deste genogrupo
indicam que a variante do CVS-2
pertencente ao SG3B circulou nos anos de
2006 e 2007 com pequenas alteragfes na
sequéncia da ORF3, insuficientes para
alterarem seu genogrupo.

A presenca dos diferentes genogrupos da
ORF3 e seus subtipos nos nove Estados
estudados, ao longo de todo o periodo de
observacdo indicou a ampla circulagdo de
variantes do CVS-2 numa mesma regido e
periodo. Opriessnig et al. (2008) mostraram
que diferencas na viruléncia podem ser
encontradas em variantes dentro de um
mesmo grupo do CVS-2 possivelmente
devido a minimas alteracfes nos genomas.
Hesse et al. (2008) demonstraram a
possibilidade da presenca de mais de um
variante em um mesmo animal e Olvera et
al. (2007) determinaram ser possivel a
formacdo de um virus recombinante pela
reunido de dois variantes, gerando um
genoma Unico também infectivo.

Diante dos resultados alcangados com este
trabalno é possivel estabelecer que
atualmente exista uma diversidade de
variantes do CVS-2 circulando nos
diferentes Estados brasileiros produtores de
suinos. Seria interessante numa proxima
etapa a realizacdo de um novo levantamento
em todos os Estados envolvidos nesse
trabalho com um maior nimero de amostras
e se possivel um acompanhamento das
mesmas propriedades ao longo de um
periodo maior de anos a fim de determinar
as variantes encontradas e sua distribuicdo
espaco temporal.
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7.12 Presséao de Selecao das sequéncias
da ORF3 do CVS-2

O teste dos modelos para diferentes
hipoteses sobre a distribuicdo dos valores
estimados indicou selecdo positiva na
proteina ORF3 do CVS-2 nas posicdes 41,
102 e 103 com p> 0,95% (Tabela 9). Isto
significa que dN/dS > 1 ou que as mutagdes
ndo sinbnimas ofereceram vantagens de
adaptacdo evolutiva molecular a proteina
através da modificagdo da sua funcéo,

otimizando sua atividade, e aumentando a
adaptabilidade dos individuos pela pressdo
de selecdo positiva (Sharp, 1997; Akashi,
1999; Crandall et al., 1999).

A andlise estatistica pelo teste de
verossimilhanca (Tabela 10) confirmou os
resultados com a probabilidade do modelo
de selecdo positiva (MO vs M3)
significativamente maior que aquela do
modelo agrupado (M1 vs M7) da hipétese
nula.

Tabela 9 Pardmetros Estimados e Valores de Verossimilhanca sob Modelos de Taxas Varidveis de o

entre sitios para a ORF3 do CVS-2

Madelos sitios especificos p I Parametros estimados Sitios de Selecdo Positiva
MO: one ratio ... 1 -582,44 o="1004 Nenhum
ML neutra (K=2) 2 581,02 Py = 0,641 p;=0.358 Néo permitido
M2: selecdo...... 4 570,39 o = 095376 ,p, = 0.000 41R, 102F, 103H (P > 0.95%)
P, =0.04624 0,= 13.837
M3: discreta........ 5 571,69 Po= 0874 p=0.078 41R, 102F, 103 H (P >0.95%)
M7: bea ............ 2 -579.56 p=0.004, g=0.006 Néo permitido
M8: beta & .. 4 5117 = 0953, p= 61.285, = 99.000 4R, 102F, 103H (P >0.95%)

(p,=0.046), 0=13.595

Note.p=ntmero de parimetros na distribuicdo ; dN/dS = média sobre os sitios. Sitios inferidos sobre selego.

Tabela 10 Taxa Estatistica de Verossimilhanga entre os sitios sobre pressdo seletiva da ORF3 do CVS-2

Comparagdo In df X%

MO (one-ratio) vs. M3 (discrta) 15 I 138 D<000052+*
M1 (neutra) v. M2 (selecéo) 2% 2 599 p<0.000024x+*
MY (beta) vs. M8 (beta & o) 1512 2 590 p<0.000386*

*95% Intervalo de nive de significincia

A presenca da selecdo positiva no gene
funcional ORF3 do CVS-2 é um achado
interessante por indicar que ha posicdes na
proteina codificada em que as alteragdes néo
sindnimas (dos aminoacidos) tém fornecido

mecanismos  moleculares de  selecédo
evolutiva. Isso indica ainda que o virus
possa estar utilizando deste artificio no gene
ORF3 para melhorar sua adaptacdo ao
hospedeiro, ou facilitar sua adaptacdo a
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novos hospedeiros ou ainda para superar 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro.

Estas informacGes serdo vdlidas para
melhorar o conhecimento da estrutura da
ORF3 do CVS-2 através da localizacdo dos
residuos sob pressdo seletiva na estrutura
secundaria que fornecerdo o ponto inicial na
determinacdo da estrutura tercidria e de
como estes residuos se encontram em

posicdes expostos as forcas seletivas
externas. Adicionalmente, poderdo ser
testadas hipGteses  correlacionando  as
alteracOes observadas na arvore filogenética
com os codons positivamente selecionados e
mudancas no fenétipo ou na adaptacdo do
virus.
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8 CONCLUSOES

1. A maioria dos extratos de tecidos
analisados apresentaram coinfeccdo do
CVS-2 com agentes bacterianos associados
ao complexo das doencas respiratorias dos
suinos.

2. A presenca de mais um agente
bacteriano do complexo de doencas
respiratorias associado ao CVS-2 em suinos
com sinais clinicos de pneumonia é
frequente em plantéis brasileiros.

3. Suinos com sinais clinicos da SACS
apresentam lesdes principalmente
concentradas em o&rgaos linféides, figado,
rins e pulmdes, as quais sdo evidenciadas e
agravadas na presenca de bactérias
associadas.

4. Ndo ha correlacdo entre o titulo
infeccioso de CVS-2, o grau de severidade
das lesbes microscdpicas e a presenga ou
auséncia de  coinfeccdo  bacteriana.

5. Nos extratos de tecidos estudados foi
possivel detectar apenas o CVS-2 do grupo 1
e subgrupo A e B, tendo sido o subgrupo A
preponderante entre as  amostras.

6. Ha diferentes variantes do CVS-2
circulando entre os plantéis brasileiros.

7. Os trés genogrupos (SG1, SG2, SG3) da
ORF3 do CVS-2 estdo presentes nos estados
brasileiros produtores de suinos e possuem
alta identidade na sequéncia de residuos de
aminoacidos. O genogrupo SG3 é o de
maior representatividade e reune sequéncias
de todos 0s nove Estados.

8. No Brasil podem ser observados
subdivisfes nos genogrupos da ORF3 com
amostras agrupadas nos subgrupos SG2:A,
B, C, D e SG3:A e B de acordo com a
identidade de sua sequéncia de residuos de
aminoacidos.

9. As alteragBes nas posi¢bes 102-104 da
sequéncia de aminoacidos da ORF3 é um
marcador fingerprint para cada genogrupo
da ORF3 do CVsS-2.

10. O genogrupo SG3 apresenta variantes
com distinta viruléncia nas amostras
brasileiras.

11. H& selecdo positiva na proteina ORF3

do CVS-2 nas posi¢bes 41, 102 e 103 com
p=> 0,95% das amostras brasileiras.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Na economia brasileira o agronegdcio é um
dos mais importantes setores tanto no
mercado interno quanto externo e a
agroindustria de suinos movimenta todo um
mercado de producdo, insumos, Servigos e
salide do rebanho, gerando bilhdes de reais.
Neste contexto o Circovirus Suino do tipo 2
(CVS-2) atualmente endémico no plantel e
com reconhecida capacidade de induzir ou
exarcebar a imunossupressao nos animais é
um problema real mesmo que ndo seja uma
zoonose. Associado a coinfecgdes virais e
bacterianas pode alcancar perdas de 10% da
renda no setor.

Diante deste quadro torna-se imperativo
conhecer a epidemiologia molecular do
virus, seus grupos e subgrupos circulantes,
sua distribuicdo geogréfica e dispersdo na
tentativa de associar o estado de salde com
a carga viral no soro e nos tecidos e a
evolucéo da doenca.

A determinacdo do grupo 1 e seus subgrupos
A e B como presentes nos criatorios é um
fato que permite determinar a provavel
origem do virus no Brasil. Entretanto a
associacdo desta informagdo com a
determinacdo e discriminagdo dos diferentes
genogrupos do gene funcional ORF3 do
CVS-2 adquire maior significado. Mais
intrigante ainda quando as amostras

Agradecimentos:

pareadas (mesma propriedade e diferente
data de coleta) apresentam diferentes
genogrupos de ORF3 e consequentemente
subgrupos do CVS-2 indicam a existéncia de
diversos variantes em circulagéo.

Quando o estudo da pressdo seletiva indica
que o gene ORF3 apresenta trés posicOes
sob pressdo positiva dentre as amostras
estudadas é possivel inferir sua importancia
na adaptacdo do CVS-2 no hospedeiro e na
continuidade dos estudos filogenéticos a fim
de procurar estabelecer sua relacdo com a
evolucdo da doenca nos plantéis. A relagdo
do gene ORF3 com a patogenicidade do
CVS-2 tem sido cada vez mais comprovada
assim como a sugestdo de seu uso como
marcador da evolugéo da doenca.

Um préximo passo seria 0 estudo, em
camundongos, dos variantes do CVS-2
encontrados tanto para a proteina do
capsideo quanto para a proteina ORF3.
Dessa forma seria possivel observar se
algum deles foi mais eficiente na indugéo de
uma melhor resposta humoral,
imunomodulacéo e indugdo de linfocitos T.
Com essas informagfes poder-se-ia clonar
esses genes para uso no desenho de vacinas
hibridas (ORF2 e ORF3) para serem testadas
inicialmente em camundongos infectados
com as variantes predominantes encontradas
para apenas posteriormente, havendo
sucesso, serem testadas em suinos a campo.
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11 ANEXOS

Anexo 1

Correlagdo entre genogrupos da ORF3 e seus subtipos com a classificacdo das lesGes microscopicas em

89 amostras do estudo

Amostras I Estado I Data coleta | Grupos SG | Classificagao a Microscopia | Ge:::gtri:g:s e nglzd:cﬁ)ia

SG1 FHQ

1431 SC nov/07 SG1 FDQ
992 sc ago/07 SG1 Discreta SG1 FDQ
1373 SP. nov/07 SG1 X FHQ
SG2 LNK

872 GO jul/o7 SG2 moderada FNK
1127 MT set/07 SG2 DaS ENK
488 SP. abr/07 SG2 Discreta SG2A FNK
1359 SC nov/07 SG2 X FNK
993 MG ago/07 SG2 Severa EFNK
1429 sSC nov/07 SG2 Discreta SG2B FNQ
1471 SP. dez/06 SG2 DaS sG2c ENK
886 ES jul/o7 SG2 Discreta FNK
610 MT mai/o7 SG2 Discreta LNK
991 MT ago/07 SG2 X SG2D LNK
907 GO jul/o7 SG2 Discreta LNK
SG3 LHQ

965 MG jul/o7 Severa LDQ
1125 MG set/07 Moderada LDQ
1322 MG nov/06 Moderada LDQ
1222 MG out/07 Moderada LDQ
666 RS mai/07 X LDQ
1240 MG out/07 Severa LDQ
1343 MG nov/06 Severa LDQ
1169 MG set/07 X LDQ
200 ES < SGsA LDQ
1144 SC set/07 X LDQ
1088 GO ago/07 = LDQ
893 MG Jjul/o7 X LDQ
1025 MG ago/07 Severa LDQ
1327 RS out/07 Moderada LDQ
955 MG set/06 Moderada LDQ
1034 GO ago/07 Severa LDQ
839 PR jun/07 Discreta LHQ
722 SP. jun/07 LHQ
600 MT mai/o7 LHQ
1039 MT ago/07 LHQ
866 sc Jjul/o7 LHQ
1029 MG ago/07 LHQ
765 MG jun/07 LHQ
1350 MG out/07 LHQ
295 ES mar/07 Moderada LHQ
1042 MG ago/07 Severa LHQ
1171 MG set/07 Moderada LHQ
1164 MG set/07 X LHQ
1061 MG ago/07 Moderada LHQ
1163 MG set/07 X LHQ
1285 MG out/07 X LHQ
1050 MG ago/07 X LHQ
1306 GO out/07 Severa LHQ
873 MG jul/o7 = LHQ
1396 RS nov/07 X LHQ
880 MG Jjul/o7 X LHQ
837 MT jun/07 = LHQ
727 MG jun/o7 X LHQ
1107 MG out/06 X LHQ
987 MG set/06 X LHQ
532 MG abr/07 Severa LHQ
78 MG jan/07 = LHQ
526 ES abr/07 Discreta LHQ
1422 MG dez/06 X LHQ
549 SC abr/07 Discreta LHQ
1066 MG out/06 Severa SG3B LHQ
679 MG mai/o7 Moderada LHQ
1162 MG set/07 X LHQ
648 MG jun/06 Moderada LHQ
297 MG fev/07 X LHQ
876 MG jul/o7 = LHQ
1231 MG out/07 X LHQ
927 GO set/06 Discreta LHQ
678 SP mai/o7 Moderada LHQ
974 SP jul/o7 Discreta LHQ
1238 SP out/07 X LHQ
916 PR jul/o7 Moderada LHQ
408 MG mar/07 X LHQ
958 MT jul/o7 Moderada LHQ
966 MT jul/o7 Moderada LHQ
1329 RS out/07 X LHQ
988 MG ago/07 X LHQ
348 MG mar/07 X LHQ
1167 MG out/06 Severa LHQ
664 RS mai/07 X LHQ
1022 PR ago/07 X LHQ
655 MG jul/06 Moderada LHQ
80 MG jan/07 = LHQ
461 MG abr/07 Discreta LHQ
1149 MS out/06 Discreta LHQ
137 MG fev/07 X LHQ
1473 MG dez/06 X LHQ
622 MT mai/07 X LHQ
1045 MT ago/07 B3 LHQ
906 GO jul/o7 Discreta LHQ
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Anexo 2

Distribui¢do temporal de 89 amostras no periodo de coleta de setembro de 2006 a novembro de 2007
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Anexo 3

Distribuicdo espaco temporal de 33 amostras coletadas em uma mesma propriedade em diferentes datas
de coleta
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Anexo 4

Alinhamento da sequéncia do gene ORF3 do CVS-2 nas 89 amostras do estudo. Pontos (.) indicam
identidade de nucleotideos

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
af201307 orf3 sgl ATGGTAACCA TCCCACCACT TGTTTCTAGG TGGTTTCCAA TATGTGGTTT CCGGGTCTGC AAAATTAGCA GCCCATTTGC TTTTGCCACA CCCAGGTGGC CCCACAATGA
1373SP e e e B et e e e i

af201305 orf3 SQg2 ... ... i i eeeeaaaa- L A il
488SP L e e R A
1127MT i ah e eeeeee eeeeaaaa T R
993MG el i eeeeee eeeaaaaa e A
872G0 it e eeeeee eeeeaaaa T R
1354MG el e eeeeeee eeeaaaaa R A
1429SC et e eeeeeee eeeaaaaa e A
ay322000 orf SO3 ... i e eeeaaaa- L A il
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Anexo 5

Arvore Filogenética baseada no método de Neighbor-joining (NJ) para sequéncia de nucleotideos da
ORF3 do CVS-2 nas amostras analisadas. Os numeros dispostos ao longo dos ramos referem-se a
porcentagem de confianca na analise NJ. Os genogrupos SG1, SG2 e SG3 estdo destacados
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Anexo 6

Distribuicdo geografica, identificacdo e nimero de acesso no GenBank das 89 amostras com histérico da
SACS identificadas no estudo da ORF3 do CVS-2

NuUmero de acesso

GenBank Ano Idade (dias) Estado do Brasil Genogrupo da ORF3
GU017329 2007 752110 Mato Grosso SG3B
GU017330 2007 752110 Mato Grosso SG2D
GU017331 2007 752110 Mato Grosso SG2A
GU017332 2007 932108 Mato Grosso do Sul SG2A
GU017333 2007 752110 Mato Grosso SG3B
GU017334 2007 752110 Mato Grosso SG3B
GU017335 2007 752110 Mato Grosso SG3B
GU017336 2007 752110 Mato Grosso SG3B
GU017337 2007 752110 Mato Grosso SG3B
GU017338 2007 752110 Mato Grosso SG3B
GU017339 2006 90 a 100 Mato Grosso SG3B
GU017353 2007 90 a 100 Goiés SG2A
GU017354 2007 90 a 100 Goias SG2D
GU017355 2006 90 a 100 Goias SG3B
GU017356 2007 40 Goias SG3B
GU017357 2007 90 a 100 Goias SG3A
GU017358 2007 90 a 100 Goias SG3B
GU017359 2007 40a90 Goias SG3A
GU017365 2007 90 a 100 Espirito Santo SG2C
GU017366 2007 75a115 Espirito Santo SG3B
GU017367 2007 75a110 Espirito Santo SG3B
GU017392 2007 90a 110 Espirito Santo SG3A
GU017346 2007 90 a 100 Séo Paulo SG1
GU017347 2007 90 a 100 Séo Paulo SG2A
GU017348 2006 90 a 100 Séo Paulo SG2C
GU017349 2007 72 Séo Paulo SG3B
GU017350 2007 88294 Sédo Paulo SG3B
GU017351 2007 752110 Sédo Paulo SG3B
GU017352 2007 75a110 Sédo Paulo SG3B
GU017340 2007 75a110 Santa Catarina SG1
GU017341 2007 90 Santa Catarina SG1
GU017342 2007 60 Santa Catarina SG2B
GU017343 2007 90a 110 Santa Catarina SG3A
GU017344 2007 752110 Santa Catarina SG3B
GU017345 2007 752110 Santa Catarina SG3B
GU017368 2007 752110 Santa Catarina SG2A
GU017326 2007 75a110 Parana SG3B
GU017327 2007 75a110 Parana SG3B
GU017328 2007 90a120 Parana SG3B
GU017360 2007 752110 Rio Grande do Sul SG3A
GU017361 2007 752110 Rio Grande do Sul SG3A
GU017362 2007 752110 Rio Grande do Sul SG3B
GU017363 2007 752110 Rio Grande do Sul SG3B
GU017364 2007 90a 120 Rio Grande do Sul SG3B
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[continuac&o] Anexo 6

Distribuicdo geografica, identificacdo e nimero de acesso no GenBank das 89 amostras com histérico da
SACS identificadas no estudo da ORF3 do CVS-2

Numero de acesso

GenBank Ano Idade (dias) Estado do Brasil Genogrupo da ORF3
GU017369 2007 100 Minas Gerais SG2A
GU017370 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017371 2007 90 Minas Gerais SG3B
GU017372 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017373 2007 130 Minas Gerais SG3B
GU017374 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017375 2006 70a110 Minas Gerais SG3B
GU017376 2006 75a110 Minas Gerais SG3B
GuU017377 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017378 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017379 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017380 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017381 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017382 2007 63 Minas Gerais SG3B
GU017383 2006 90a 110 Minas Gerais SG3B
GU017384 2007 90a 120 Minas Gerais SG3B
GU017385 2006 80a 130 Minas Gerais SG3B
GU017386 2006 90a 110 Minas Gerais SG3B
GU017387 2007 90a 110 Minas Gerais SG3B
GU017388 2007 90a 110 Minas Gerais SG3B
GU017389 2007 90a 110 Minas Gerais SG3B
GU017390 2006 90 Minas Gerais SG3B
GU017391 2007 90a 110 Minas Gerais SG3A
GU017393 2007 70a90 Minas Gerais SG3A
GU017394 2006 110 Minas Gerais SG3A
GU017395 2007 63 Minas Gerais SG3A
GU017396 2007 70a110 Minas Gerais SG3A
GU017397 2006 70a110 Minas Gerais SG3A
GU017398 2006 70a110 Minas Gerais SG3A
GU017399 2007 75a110 Minas Gerais SG3A
GU017400 2007 75a110 Minas Gerais SG3A
GU017401 2007 85 Minas Gerais SG3A
GU017402 2007 78 Minas Gerais SG3B
GU017403 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017404 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017405 2007 75a110 Minas Gerais SG3B
GU017406 2007 100a 117 Minas Gerais SG3B
GU017407 2007 90a 110 Minas Gerais SG3B
GU017408 2007 80a90 Minas Gerais SG3B
GU017409 2007 90a 110 Minas Gerais SG3B
GU017410 2007 40 a 100 Minas Gerais SG3B
GU017411 2006 50a70 Minas Gerais SG3B
GU017412 2006 54 Minas Gerais SG3B
GU017413 2007 90a 110 Minas Gerais SG3B
GU017414 2007 90 Minas Gerais SG3B
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Anexo 7

Andlise estatistica realizada pelo Teste Exato de Fisher entre os grupos de extratos de pulmdes com
isolamento bacteriano (n=37) e sem isolamento bacteriano (n=34)

O valor de P é 0,6944, considerado ndo significativo.
A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 0,7778
Intervalo de Confianga de 95% da fracdo: 0,3428 — 1,765
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Alto x Médio

Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,4444

Por¢do Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,5714

Intervalo de Confianca de 95% da fracdo: 0,3405 - 0,7818
Diferenga entre as fra¢des: 0,1270

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado
guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Sem Isolamento Bacteriano Com isolamento Bacteriano Total

Alto 4 5 9
13% 17% 30%

Médio 12 9 21
40% 30% 70%

Total 16 14 30
53% 47% 100%

O valor de P é 1,0000 considerado néo significativo.
A associagdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 0,8677
Intervalo de Confianga de 95% da fracdo: 0,3941 - 1,911
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcdes: Alto x Baixo

Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,4444

Porc¢do Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,5122
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Intervalo de Confianga de 95% da fracdo: 0,3512 - 0,6712
Diferenca entre as fragdes: 0,06775

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado
guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Sem Isolamento Bacteriano Com isolamento Bacteriano Total

Alto 4 5 9
8% 10% 18%

Baixo 21 20 41
42% 40% 82%

Total 25 25 50
50% 50% 100%

O valor de P é 0,7895 considerado nao significativo.
A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 1,116
Intervalo de Confianca de 95% da fracdo: 0,6931 - 1,796
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Médio x Baixo

Por¢do Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,5714
Intervalo de Confianca de 95% da fracéo: 0,3405 - 0,7818

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,5122
Intervalo de Confianca de 95% da fracdo: 0,3512 - 0,6712

Diferenca entre as fragdes: 0,05923

Erro padréo da diferenca: 0,1339
Intervalo de Confianga de 95% da diferenca: -0,2033 — 0,3217

Anélise de dados

Sem Isolamento Bacteriano Com isolamento Bacteriano Total

Meédio 12 9 21
19% 15% 34%

Baixo 21 20 41
34% 32% 66%

Total 33 29 62
53% 47% 100%
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RELACAO INTER GRUPOS SEM E COM ISOLAMENTO BACTERIANO

SEM ISOLAMENTO BACTERIANO

Discreta x Moderada
Alto x Médio

Uma fileira estd preenchida com zeros. Nesta situacdo a andlise de Qui-quadrado € impossivel. Pelo

menos um dos valores deve ser positivo

Discreta x Moderada
Alto x Baixo

Uma fileira esta preenchida com zeros. Nesta situacdo a analise de Qui-quadrado é impossivel. Pelo

menos um dos valores deve ser positivo

* * *

Discreta x Moderada
Médio x Baixo

O valor de P é 1,6000 considerado nao significativo.

A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 1,000
Intervalo de Confianga de 95% da fracdo: 0,1040 — 9,619
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Médio x Baixo

Por¢do Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,3333

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,3333
Diferenga entre as fra¢des: 0,000

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado

guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Discreta Moderada Total

Médio 1 2 3
17% 33% 50%

Baixo 1 2 3
17% 33% 50%

Total 33 29 62
33% 67% 100%
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Discreta x Severa
Alto x Médio

O valor de P é 1,0000 considerado néo significativo.
A associagdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 0.000
Intervalo de Confianga de 95%: -Infinito a Infinito
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Alto x Médio

Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0.000

Porcdo Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 1.000

Diferenca entre as fracfes: 1.000

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado
quando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Discreta Severa Total

Alto 0 1 1
0% 50% 50%

Médio 1 0 1
50% 0% 50%

Total 1 1 2
50% 50% 100%

Discreta x Severa
Alto x Baixo

O valor de P é 1,0000 considerado nao significativo.

A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.
Risco Relativo = 0,000

Intervalo de Confianga de 95%: -Infinito a Infinito

(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Alto x Baixo

Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,000

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,1667

Diferenca entre as fracfes: 0,1667
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O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado

guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Discreta Severa Total

Alto 0 1 1
0% 14% 14%

Baixo 1 5 6
14% 71% 86%

Total 1 6 7
14% 86% 100%

Discreta x Severa
Médio x Baixo

O valor de P é 0,2857 considerado nao significativo.
A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 6,000
Intervalo de Confianca de 95%:1,002 — 35,924
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Médio x Baixo

Por¢do Média da fileira (Médio):
Fracdo na coluna da esquerda: 1,000

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,1667

Diferenca entre as fracfes: 0.8333

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado

guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Discreta Severa Total

Médio 1 0 1
14% 0% 14%

Baixo 1 5 6
14% 71% 86%

Total 2 5 7
29% 71% 100%
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Moderada x Severa
Alto x Médio

O valor de P é 0,3333 considerado néo significativo.
A associagdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 0,000
Intervalo de Confianga de 95%: -Infinito a Infinito
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcdes: Alto x Médio
Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,000

Por¢do Média da fileira (Médio):
Fracdo na coluna da esquerda: 1,000

Diferenga entre as fra¢des: 1,000

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado
quando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Moderada Severa Total
Alto 0 1 1
0% 33% 33%
Médio 2 0 2
67% 0% 67%
Total 2 1 3
67% 33% 100%

Moderada x Severa
Alto x Baixo

O valor de P é 1,0000 considerado nao significativo.
A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 0,000
Intervalo de Confianga de 95%: -Infinito a Infinito
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Alto x Baixo

Topo da fileira (Alto)

Fracdo na coluna da esquerda: 0,000
Porcédo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,2857

Diferenca entre as fracfes: 0,2857
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O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢fes apenas pode

guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

ser calculado

Moderada Severa Total

Alto 0 1 1
0% 13% 13%

Baixo 2 5 7
25% 63% 88%

Total 2 6 8
25% 75% 100%

Moderada x Severa
Médio x Baixo

O valor de P é 0,1667 considerado nao significativo.
A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 3,500

Intervalo de Confianga de 95%: 1,085 — 11,295

(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Médio x Baixo

Por¢do Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 1,000

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,2857

Diferenga entre as fracdes: 0,7143

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado

guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Moderada Severa Total

Médio 2 0 2
22% 0% 22%

Baixo 2 5 7
22% 56% 78%

Total 4 5 9
44% 56% 100%
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COM ISOLAMENTO BACTERIANO

Discreta x Moderada
Alto x Médio

O valor de P é 0,2262 considerado néo significativo.
A associagdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 0,4000
Intervalo de Confianga de 95%: 0,07757 — 2,063
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Alto x Médio

Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,3333

Porcdo Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,8333

Diferenca entre as fra¢fes: 0,5000

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado

quando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Discreta Moderada Total
1 2 3
Alto 11% 22% 33%
Médio 5 1 6
56% 11% 67%
Total 6 3 9
67% 33% 100%

Discreta x Moderada
Alto x Baixo

O valor de P é 1,0000 considerado nao significativo.
A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 0,8889
Intervalo de Confianga de 95%: 0,1590 - 4,970
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Alto x Baixo

Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,3333

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
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Fracdo na coluna da esquerda: 0,3750
Intervalo de Confianga de 95% de cada fracdo: 0,1520 to 0,6459
Diferenca entre as fracdes: 0,04167

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre proporcfes apenas pode
guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

ser calculado

Discreta Moderada Total
1 2 3
Alto 5% 11% 16%
Baixo 6 10 16
32% 53% 84%
Total 7 12 19
37% 63% 100%

Discreta x Moderada
Médio x Baixo

O valor de P é 0,1486 considerado néo significativo.
A associagdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 2,222
Intervalo de Confianca de 95%: 1,074 to 4,597
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcdes: Médio x Baixo

Por¢do Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,8333

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,3750

Intervalo de Confianca de 95% de cada fracéo: 0,1520 — 0,6459
Diferenca entre as fracfes: 0,4583

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre proporcfes apenas pode
quando cada célula for maior que cinco.

ser calculado
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Anélise de dados

Discreta Moderada Total
5 1 6
Médio 23% 5% 27%
Baixo 6 10 16
27% 45% 73%
Total 11 11 22
50% 50% 100%

Discreta x Severa
Alto x Médio

O valor de P é 0,5000 considerado nao significativo.
A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 0,4667
Intervalo de Confianga de 95%: 0,08803 — 2,474
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Alto x Médio

Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,3333

Por¢do Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,7143

Diferenca entre as fracdes:0,3810

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado
guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Discreta Severa Total

Alto 1 2 3
10% 20% 30%

Médio 5 2 7
50% 20% 70%

Total 6 4 10
60% 40% 100%

Discreta x Severa
Alto x Baixo

O valor de P é 0,5227 considerado nao significativo.
A associagdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.
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Risco Relativo = 0,5000
Intervalo de Confianga de 95%: 0,09449 — 2,646
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Alto x Baixo

Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,3333

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,6667
Diferenca entre as fracfes: 0,3333

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado
guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Discreta Severa Total

Alto 1 2 3
8% 17% 25%

Baixo 6 3 9
50% 25% 75%

Total 7 5 12
58% 42% 100%

Discreta x Severa
Médio x Baixo

O valor de P é 1,0000 considerado nao significativo.
A associagdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 1,071
Intervalo de Confianga de 95%: 0,5548 - 2,069
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Médio x Baixo

Por¢do Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,7143

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,6667

Diferenca entre as fracdes: 0,04762

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado
guando cada célula for maior que cinco.
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Anélise de dados

Discreta Severa Total

Médio 5 2 7
31% 13% 44%

Baixo 6 3 9
38% 19% 56%

Total 7 5 12
69% 31% 100%

Moderada x Severa
Alto x Medio

O valor de P é 1,0000 considerado nao significativo.
A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 1,500
Intervalo de Confianga de 95%: 0,2296 - 9,801
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcdes: Alto x Médio
Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,5000

Por¢do Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,3333

Diferenca entre as fracfes: 0,1667

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado

guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Moderada Severa Total

Alto 2 2 4
29% 29% 57%

Médio 1 2 3
14% 29% 43%

Total 3 4 7
43% 57% 100%

Moderada x Severa
Alto x Baixo

O valor de P é 0,5378 considerado nao significativo.
A associacdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.
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Risco Relativo = 0,6500
Intervalo de Confianca de 95%: 0,2333 - 1,811
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcoes: Alto x Baixo

Topo da fileira (Alto)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,5000

Porcéo Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,7692

Diferenga entre as fracdes: 0.2692

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado
guando cada célula for maior que cinco.

Anélise de dados

Moderada Severa Total

Alto 2 2 4
12% 12% 24%

Baixo 10 3 13
59% 18% 76%

Total 12 5 17
71% 29% 100%

Moderada x Severa
Médio x Baixo

O valor de P é 0,2143 considerado néo significativo.
A associagdo entre fileira/coluna ndo é estatisticamente significante.

Risco Relativo = 0,4333
Intervalo de Confianga de 95%: 0,08506 - 2,208
(usando a aproximacédo de Katz)

Diferenca entre duas proporcdes: Médio x Baixo

Por¢do Média da fileira (Médio)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,3333

Porc¢do Baixa da fileira (Baixo)
Fracdo na coluna da esquerda: 0,7692

Diferenga entre as fracdes: 0,4359

O erro padrdo e o intervalo de confianca da diferenca entre propor¢des apenas pode ser calculado
quando cada célula for maior que cinco.
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Anélise de dados

Moderada Severa Total

Médio 1 2 3
6% 13% 19%

Baixo 10 3 13
63% 19% 81%

Total 11 5 16
69% 31% 100%
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