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RESUMO 

 

 

A família Picornaviridae é, atualmente, dividida em 29 gêneros que agrupam espécies virais 

de importância para humanos e animais. Entre os picornavírus de importância para suínos, 

encontram-se o Teschovirus A (TV-A), Sapelovirus A (SV-A) e Enterovirus G (EV-G), 

também conhecidos como picornavírus entéricos suínos. As principais patologias associadas a 

estes vírus são doenças neurológicas, reprodutivas, respiratórias e/ou entéricas, na 

dependência da presença de diferentes sorotipos de cada uma das espécies virais durante a 

infecção. O objetivo deste estudo foi realizar a avaliação longitudinal da dinâmica da 

excreção fecal do TV-A, SV-A e EV-G em animais lactentes e desmamados. As amostras 

fecais incluídas neste estudo foram coletadas de suínos provenientes de uma granja localizada 

em Guarapuava, estado do Paraná, em 2012, armazenadas a -80°C. Amostras fecais de 17 

animais cuja consistência variava de sólida a líquida foram aleatoriamente selecionadas, 

exceto pelo critério idade, sendo incluídas amostras de animais que foram amostrados 

inicialmente na fase de maternidade e reamostrados durante a fase de creche, totalizando 34 

amostras fecais. A presença do TV-A, SV-A e EV-G foi investigada utilizando a reação em 

cadeia da polimerase seguida da transcrição reversa (RT-PCR) e a nested-PCR. O alvo foi a 

região 5’ não traduzida do genoma de cada um dos vírus pesquisados. Os resultados 

revelaram que não havia excreção de nenhum dos picornavírus entéricos suínos enquanto os 

animais estavam na idade de maternidade (duas a três semanas de idade) entretanto, entre as 

17 amostras fecais coletadas dos mesmos animais durante o período de creche (quatro a seis 

semanas de idade), 12 foram positivas para o TV-A, nove para o SV-A e 14 para o EV-G. A 

excreção singular (EV-G, n=2) e mista (TV-A e EV-G, n=3; TV-A, SV-A e EV-G, n=9) foi 

detectada. A análise de sequenciamento confirmou a especificidade dos amplicons obtidos 

para cada um dos vírus, revelando identidade as sequências de nucleotídeos do banco de 

dados variando entre 96,1 e 99,3% para o TV-A, 96,1 e 99% para o SV-A e 88,4 e 99,6% para 

o EV-G. Este é o primeiro estudo longitudinal realizado no Brasil para a avaliação da 

excreção fecal dos picornavírus entéricos suínos. Os resultados mostraram que a infecção pelo 

TV-A, SV-A e EV-G em animais de até três semanas de idade não foi um evento comum e 

que as infecções pelos picornavírus entéricos suínos apareceram de acordo com a idade dos 

animais. Adicionalmente, os resultados sugerem que a transmissão horizontal pelo contato 

direto entre os animais exerce importante papel na epidemiologia das infecções pelos 

picornavírus entéricos suínos, mantendo a circulação viral dentro dos rebanhos. 

 

 

Palavras-chave: Teschovirus A. Sapelovirus A. Enterovirus G. Nested-PCR. Estudo 

longitudinal. 
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ABSTRACT 

 

 

The Picornaviridae family is currently divided into 29 genera that group species of 

importance to humans and animals. Among picornaviruses of importance for pigs are the 

teschovirus A (TV-A), sapelovirus A (SV-A), and enterovirus G (EV-G), also known as 

porcine enteric picornaviruses. The major pathologies associated with these viruses are 

neurological, reproductive, respiratory and / or enteric diseases, depending on the presence of 

different serotypes of each species during viral infection. The aim of this study was to 

evaluate the longitudinal dynamics of fecal excretion of TV-A, SV-A, and EV-G in suckling 

and weaned pigs. Fecal samples included in this study were collected from pigs of a single 

farm located in Guarapuava, Paraná, in 2012 and were stored at -80°C. Fecal samples, which 

consistency ranged from solid to liquid, of 17 animals were randomly selected, except for the 

age of the animals, being included fecal samples from animals that were sampled during the 

suckling age (two to three weeks old) and resampled during the nursery (four to six weeks of 

age). A total of 34 fecal samples were evaluated. The presence of the TV-A, SV-A, and EV-G 

were investigated using reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 

nested-PCR assays, which targeted the 5 ' non-translated region of the genome of each of the 

studied viruses. The results showed that there was no fecal excretion of porcine enteric 

picornaviruses while the animals were at suckling age. However, among the 17 fecal samples 

collected from the same animals during the nursery period, 12 were positive for the TV-A, 

nine for the SV-A, and 14 for the EV-G. The single (EV-G, n=2) and mixed (TV-A and EV-

G, n=3; TV-A, SV-A, and EV-G, n=9) fecal excretion were detected. The nucleotide 

sequence analysis confirmed the specificity of the amplicons obtained for each virus, 

revealing nucleotide sequence similarities ranging from 96.1 and 99.3% for TV-A, 96.1 and 

99% for SV-A, and 88.4 and 99.6% for EV-G. This is the first longitudinal study to evaluate 

the fecal excretion of porcine enteric picornaviruses. The results showed that at suckling stage 

infection with TV-A, SV-A, and EV-G is not a common event, and the infections caused by 

porcine enteric picornaviruses increase with the age of the animals. Additionally, the results 

suggest that the horizontal transmission by contact between animals plays an important role in 

the epidemiology of porcine enteric picornavirus infections for the maintenance of virus 

circulation within a pig herd.  

 

 

Key words: Teschovirus A. Sapelovirus A. Enterovirus G. Nested-PCR. Longitudinal study . 
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1 REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO 

 

A família Picornaviridae é dividida em 29 gêneros e inclui vírus de 

importância para humanos e animais (ICTV, 2014). Os vírus desta família são pequenos e 

possuem como genoma RNA fita simples de polaridade positiva, cujo tamanho varia entre 7,2 

a 8,4 kilobases. Os vírions são esféricos, com diâmetro de aproximadamente 30 nm e 

possuem um capsídeo com simetria icosaédrica ao redor do RNA genômico, e são 

desprovidos de envelope (RACANIELLO, 2007).  

O genoma dos picornavírus possui uma região 5’ não traduzida, 

relativamente longa, que contém sequências que atuam no processo de replicação viral. O 

restante do genoma possui uma poliproteína dividida em três regiões maiores, denominadas 

P1, P2 e P3. A região P1 codifica as proteínas estruturais do capsídeo, enquanto as regiões P2 

e P3 codificam proteínas envolvidas no processamento das demais proteínas e na replicação 

viral. A região 3’ não traduzida dos picornavírus é relativamente curta e possui estruturas que 

controlam a síntese de RNA viral (RACANIELLO, 2007). 

Os picornavírus entéricos suínos (PEV) eram classificados como 

pertencentes ao gênero Enterovirus, que agrupava ao menos 13 sorotipos distintos, 

denominados PEV1 a PEV13, de acordo com testes de imunofluorescência indireta (IFI) e 

vírus neutralização (VN) (AUERBACH et al., 1994; KAKU; SARAI; MURAKAMI, 2001). 

Estes sorotipos também eram divididos em três grupos (I, II e III), com base nos efeitos 

citopáticos produzidos em células renais suínas, nas propriedades físico-químicas e na 

diferente gama de células hospedeiras (KAKU; SARAI; MURAKAMI, 2001).  

Estudos baseados nas características biológicas e moleculares dos 

enterovirus suínos levaram à sua reclassificação em três gêneros distintos. O PEV1 a PEV7 e 

PEV11 a PEV13 (grupo I) foram definidos como diferentes sorotipos de uma única espécie 

viral, denominada teschovirus suíno (porcine teschovirus - PTV), e classificado no gênero 

Teschovirus (KAKU; SARAI; MURAKAMI, 2001; ZELL et al., 2001). O PEV8 (grupo II) 

foi definido como espécie e nomeado enterovirus suíno A (porcine enterovirus A – PEV-A) e, 

posteriormente, renomeado como sapelovirus suíno (porcine sapelovirus - PSV) dentro do 

novo gênero Sapelovirus (KRUMBHOLZ et al., 2002). Os sorotipos PEV9 e PEV10 (grupo 

III) foram mantidos no gênero Enterovirus, porém foram renomeados como uma única 

espécie denominada enterovirus suíno B (porcine enterovirus B – PEV-B). Recentemente, as 

três espécies virais tiveram novamente suas nomenclaturas alteradas pela exclusão da 
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referência à espécie hospedeira, passando a ser denominadas teschovirus A (TV-A), 

sapelovirus A (SV-A) e enterovirus G (EV-G) (ICTV, 2014). 

 Os picornavírus entéricos suínos são estudados desde a década de 60. 

Inicialmente, os “enterovírus” foram descritos como agentes causais de doença neurológica 

grave (Teschen disease) e branda (Talfan disease) (OIE, 2008), e também de falhas 

reprodutivas (DUNNE et al., 1965). Posteriormente, os picornavírus entéricos foram isolados 

em animais com lesões vesiculares cutâneas semelhantes às da febre aftosa (NARDELLI et 

al., 1968; KNOWLES, 1988). A evolução dos métodos diagnósticos permitiu a distinção dos 

picornavírus entéricos, sendo atribuídas lesões específicas aos sorotipos e/ou espécies de 

picornavírus entéricos suínos.  

A primeira evidência de infecção pelo TV-A foi a ocorrência da doença de 

Teschen, na Tchecoslováquia, atual República Tcheca, em 1930 (TREFNY, 1930). A doença 

caracteriza-se por um quadro de polioencefalomielite não supurativa, na maioria das vezes 

fatal, que acomete suínos de todas as idades (SALLES et al., 2011). Entre 1930 e 1950, a 

doença se disseminou pela Europa, causando importantes perdas econômicas (SALLES et al., 

2011; YAMADA et al., 2014).  

A doença de Teschen foi associada a um sorotipo particularmente mais 

virulento, o TV-A1 ou, de acordo com a antiga nomenclatura, PTV1. Vinte anos depois, a 

forma mais branda da doença e que praticamente não causava mortalidade foi descrita em 

Talfan, Pais de Gales (HARDING, DONE, KERSHAW, 1957). 

Casos das doenças de Teschen e/ou Talfan foram relatados nos EUA 

(POGRANICHNIY et al., 2003; BANGARI et al., 2010), Canadá (SALLES et al., 2011), 

Haiti (DENG et al., 2012), República Dominicana (VENTURA et al., 2013) e em países da 

Ásia (YAMADA et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2008; CHIU et al., 2012). Outros 

sorotipos de TV-A (2, 3 e 5) também já foram associados à forma branda de 

polioencefalomielite em suínos (POGRANICHNIY et al., 2003; DUBOVI; MACLACHLAN, 

2011). 

Além de doença neurológica, o TV-A foi associado a manifestações 

respiratórias, reprodutivas e entéricas (ALEXANDERSEN et al., 2012; LIN; CUI; ZELL, 

2012; QIU et al., 2013). Entretanto, estudos têm demonstrado que infecções assintomáticas 

e/ou subclínicas por diferentes sorotipos de TV-A tornaram-se endêmicas nos rebanhos suínos 

(BANGARI et al., 2010; BUITRAGO et al., 2010; CHIU et al., 2012; PRODĚLALOVÁ, 

2012; QIU et al., 2013; DONIN et al., 2014). 
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O SV-A se encontra amplamente disseminado entre rebanhos suinícolas. Na 

maioria das vezes, as infecções são assintomáticas e/ou subclínicas (BUITRAGO et al., 2010; 

PRODĚLALOVÁ, 2012; DONIN et al., 2014). Porém, o SV-A foi detectado pelas técnicas de 

RT-PCR e foi isolado em cultura celular durante um surto de gastroenterite associado a 

manifestações clínicas respiratórias e neurológicas que ocorreram em animais de 50 a 60 dias 

de idade (LAN et al., 2011). Neste mesmo estudo, animais inoculados experimentalmente 

reproduziram os sinais clínicos observados durante o surto e o SV-A passou a ser considerado 

um potencial agente etiológico de doenças entéricas, respiratórias e neurológicas em suínos. 

Estudos conduzidos na China (CHEN et al., 2012) e Reino Unido (SCHOCK et al., 2014) 

também associaram a infecção pelo SV-A com doenças entérica e neurológica, 

respectivamente.  

 Infecções pelo EV-G foram associadas a lesões vesiculares cutâneas em 

suínos (KNOWLES, 1988). O papel deste vírus como agente etiológico de doença entérica em 

suínos não está bem definido, uma vez que na maior parte dos estudos o EV-G foi detectado 

em animais assintomáticos (BOROS; PANKOVICS; REUTER, 2011; MOON et al., 2012; 

YANG et al., 2013). Em um estudo realizado no Vietnã, o EV-G foi detectado em amostras 

fecais de animais com e sem diarreia, porém não houve diferença significativa nas taxas de 

detecção de acordo com a consistência fecal, não sendo possível associar a presença do vírus 

com a ocorrência de diarreia (VAN DUNG et al., 2014). Em 2014, o EV-G foi descrito pela 

primeira vez nos EUA, sendo que apenas uma amostra fecal de um suíno com diarreia foi 

avaliada para a presença do vírus (ANBALAGAN; HESSE; HAUSE, 2014). No mesmo ano, 

no Brasil, o EV-G foi descrito pela primeira vez em amostras fecais de consistência normal e 

diarreicas de suínos das regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste (DONIN et al., 2014).  

As infecções pelo TV-A têm sido descritas como as mais comuns, seguidas 

pelo SV-A e EV-G (ALEXANDERSEN et al., 2012). Entretanto, estudos realizados em 

diferentes países revelam que pode haver diferenças no comportamento epidemiológico das 

infecções por cada um dos vírus. Um estudo realizado na Espanha investigou 206 isolados 

virais obtidos a partir de amostras fecais de suínos assintomáticos e detectou o TV-A e SV-A 

em 97 (47%) e 18 (9%) dos isolados, respectivamente, mas o EV-G não foi detectado 

(BUITRAGO et al., 2010). Estudo realizado na Itália, entre as 40 amostras fecais de animais 

assintomáticos que foram avaliadas, 34 foram positivas para o TV-A, 14 para o SV-A e sete 

para o EV-G (SOZZI et al., 2010). Na China, um estudo avaliou a presença do EV-G em 447 

amostras fecais de animais assintomáticos e apenas 8,3% (37/447) das amostras foram 

positivas para o vírus (YANG et al., 2013).  
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Em outro estudo, conduzido na República Tcheca, o EV-G foi mais 

frequentemente detectado (50,2%, 104/207) em suínos domésticos, seguido pelo TV-A 

(46,4%, 96/207) e SV-A (33,8%, 70/207) (PRODĚLALOVÁ, 2012). No Vietnã, altas taxas 

de detecção do EV-G (72,8%, 144/198) também foram descritas (VAN DUNG et al., 2014).  

No Brasil, não houve diferença significativa nas taxas de detecção do TV-A 

(45%, 18/40) e EV-G (40%, 16/40), sendo que o SV-A foi o picornavírus entérico menos 

frequente (17,5%, 7/40) em amostras fecais de suínos domésticos (DONIN et al., 2014). 

Os javalis também têm sido monitorados para as infecções pelo TV-A, SV-

A e EV-G, uma vez que esta espécie animal, em vida livre ou em cativeiro, está presente em 

muitos países e atua como reservatório para vários agentes virais, bacterianos e parasitários 

que são transmissíveis para animais de produção, domésticos e para o homem (MENG; 

LINDSAY; SRIRANGANATHAN, 2009).  

Em um estudo realizado na Espanha, 63 amostras fecais de javalis de vida 

livre foram coletadas durante 2007 e 2011, sendo 50,8% (32/63) positivas para o TV-A e 

6,4% (4/63) para o SV-A (CANO-GÓMEZ et al., 2013). Outro estudo, realizado na República 

Tcheca, detectou TV-A (44,4%, 32/74), SV-A (27,8%, 20/72) e EV-G (69,4%, 50/72) nas 

amostras fecais de javalis de vida livre que foram coletadas entre 2005 e 2011, sendo que 

infecções mistas por dois (16,1% a 30,4%) ou três (17,9%) dos vírus investigados foram 

detectadas nas amostras (PRODĚLALOVÁ, 2012). Na Hungria, além da detecção do TV-A e 

EV-G, um novo genotipo de EV-G foi descrito em fezes de javalis de cativeiro (BOROS et 

al., 2012). Em todos os estudos citados, os animais eram assintomáticos. 

No Brasil, amostras fecais de javalis de cativeiro foram investigadas para os 

picornavírus entéricos suínos, e os resultados demonstram que o EV-G foi o vírus mais 

frequentemente detectado (11/22), seguido pelo TV-A (10/22) e SV-A (4/22) (DONIN et al., 

2015). Além de ser a primeira descrição dos picornavírus entéricos suínos em javalis na 

América do Sul, este estudo ainda avaliou pecaris (Pecari tajacu e Tayassu pecari) como 

possíveis hospedeiros alternativos para estes vírus, não sendo detectado nenhum dos três vírus 

nas 14 amostras fecais avaliadas. 

 Animais de todas as idades são suscetíveis às infecções pelos picornavírus 

entéricos suínos. Entretanto, as frequências de infecção pelo TV-A, SV-A e EV-G variam 

entre os diferentes grupos de idade e/ou categorias de produção. Boros et al. (2011) avaliaram 

no total 447 amostras fecais, que compreendiam animais de 10 dias, 30 dias e três meses de 

idade, para a presença do EV-G e detectou o vírus apenas nos animais de 10 dias. Já a 

investigação da infecção pelo EV-G em suínos com idade variando entre quatro e 26 semanas 
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revelou que animais entre 10 e 15 semanas estavam mais frequentemente infectados (YANG 

et al., 2013).  

Um estudo na República Checa investigou a infecção pelo TV-A, SV-A e 

EV-G em animais de maternidade (< quatro semanas de idade), creche (quatro a 12 semanas 

de idade), terminação (seis meses de idade) e em animais adultos, detectando os três vírus em 

animais de todas as faixas etárias, com exceção do SV-A, que não foi detectado em animais 

adultos (PRODĚLALOVÁ, 2012). Por outro lado, o estudo realizado no Brasil relatou a 

detecção dos três picornavírus entéricos em animais de creche (quatro a oito semanas de 

idade), mas não detectou o SV-A em animais de maternidade (uma a três semanas de idade) 

(DONIN et al., 2014). As co-infecções com dois ou três picornavírus entéricos ocorrem em 

animais de todas as faixas etárias (PRODĚLALOVÁ, 2012; DONIN et al., 2014). 

Estudos das infecções pelo TV-A, SV-A e EV-G em javalis de acordo com 

a idade dos animais são raros. Cano-Gómez et al. (2013) avaliaram amostras fecais de javalis 

para a infecção pelo TV-A e SV-A, entretanto a idade dos animais não foi informada. No 

estudo da República Tcheca, os javalis amostrados tinham até um ano de idade, porém os 

resultados não foram agrupados em categorias de idade (PRODĚLALOVÁ, 2012). Nos 

estudos realizados por Bóros et al. (2012a, 2012b) foram amostrados 10 javalis de seis (n=5) e 

oito (n=5) semanas de idade, com o TV-A sendo detectado em quatro e três amostras de cada 

grupo, respectivamente, e o EV-G em duas e três amostras de cada grupo, respectivamente. 

No estudo brasileiro, javalis (n=22) de dois grupos de idade foram avaliados e o TV-A, SV-A 

e EV-G foram mais frequentemente detectados nos animais de até sete meses de idade (9/14) 

em comparação com os javalis adultos (dois a quatro anos de idade, 3/8) (DONIN et al., 

2015). 

 Os picornavírus entéricos suínos são transmitidos, principalmente, pela via 

fecal-oral, havendo replicação primária nas tonsilas e no trato digestório (DUBOVI; 

MACLACHLAN, 2011; ALEXANDERSEN et al., 2012). Contudo, um estudo baseado em 

múltiplos modelos de patogênese do TV-A em animais endemicamente infectados destaca as 

infecções intranasal e ascendente retrógrada, a partir das tonsilas, como igualmente 

importantes à via fecal-oral de transmissão para a patogênese deste vírus (CHIU et al., 2014). 

 Animais expostos ao TV-A desenvolvem resposta imunológica humoral 

protetora, pelo menos por alguns meses, ao passo que a resposta imune celular em animais 

experimentalmente infectados demonstrou-se fraca, localizada e não associada com atividade 

antiviral significativa (ALEXANDERSEN et al., 2012). Em um estudo experimental, suínos 

infectados com o TV-A foram tratados com ciclofosfamida, a imunossupressão induzida 
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resultou na ausência de resposta imune humoral (sorológica) e à infecção persistente dos 

animais, que apresentaram diarreia e, em um caso, sinais neurológicos (DERBYSHIRE, 

1983). 

Pogranichniy e colaboradores (2003) conduziram um estudo sorológico 

longitudinal em um rebanho suíno que apresentava um surto prolongado de 

polioencefalomielite, causada pelo TV-A sorotipo 5 ou 6, em animais na fase de creche. Os 

resultados revelaram que a maioria dos leitões apresentavam altos títulos de anticorpos 

neutralizantes específicos contra o sorotipo de TV-A identificado naquela granja aos seis/sete 

dias de idade, provavelmente de origem colostral. Aos 22 dias de idade, foi observada a queda 

dos títulos de anticorpos, o que coincidiu com o aparecimento de doença neurológica e 

aumento das taxas de mortalidade entre os animais de três a quatro semanas de idade. Aos 44 

dias de idade, os títulos de anticorpos específicos voltaram a subir, sugerindo a exposição dos 

animais aquele sorotipo de TV-A.  

A resposta humoral foi apontada como a mais importante para a proteção 

contra a infecção pelo TV-A, e a possível ocorrência de imunidade cruzada entre os vários 

sorotipos do vírus (ALEXANDERSEN et al., 2012). 

 Entre os diferentes testes diagnósticos que podem ser utilizados para a 

detecção da infecção pelo TV-A, SV-A e EV-G estão a VN, ELISA direto e indireto, 

imunofluorescência direta (IFD) e IFI, isolamento viral em cultivo celular, hibridização in 

situ, imunohistoquímica (IHQ), reação em cadeia da polimerase seguida da transcrição 

reversa (RT-PCR) e RT-PCR quantitativa (KRUMBHOLZ et al., 2003; YAMADA et al., 

2007, 2008; QIU et al., 2013; CHIU et al., 2014). Os testes sorológicos não têm muito valor 

diagnóstico, a não ser que amostras pareadas de soro estejam disponíveis e que se conheça o 

sorotipo circulante; neste caso a VN é o teste sorológico mais recomendado (KRUMBHOLZ 

et al., 2003). 

 Sabe-se que as infecções entéricas estão entre as doenças mais frequentes na 

produção suinícola, sendo responsáveis por importantes perdas econômicas no setor, 

resultando em sequelas permanentes ou transitórias no trato gastrointestinal, ocasionando 

expressivo atraso no crescimento, redução do ganho de peso, mortalidade e gastos com 

medicamentos. Neste contexto temos o TV-A, SV-A e EV-G que são considerados 

importantes agentes etiológicos causadores de distúrbios entéricos, respiratórios, reprodutivos 

e neurológicos em animais jovens e adultos. Como vários agentes etiológicos podem causar 

os mesmos distúrbios, utilizam-se as técnicas moleculares, por serem rápidas para 

proporcionar um diagnóstico diferencial. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL  

Avaliar a excreção fecal do Teschovirus A (TV-A), Sapelovirus A (SV-A) e 

Enterovirus G (EV-G) em leitões lactentes e desmamados naturalmente 

infectados provenientes de uma granja suinícola localizada em Guarapuava, 

Paraná.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Investigar a presença do Teschovirus A (TV-A), Sapelovirus A (SV-A) e 

Enterovirus G (EV-G), utilizando a técnica de RT-PCR e nested-PCR, em 

amostras fecais de suínos amostradas durante a fase de maternidade (duas a 

três semanas de idade) e reamostradas durante a fase de creche (quatro a seis 

semanas de idade). 

 Comparar a frequência dos vírus nos mesmos animais em cada uma das 

fases de produção. 
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Abstract 

Teschovirus A (TV-A), sapelovirus A (SV-A), and enterovirus G (EV-G) are infectious agents 

specific to pig specie that are endemically spread worldwide. The aim of this study was to 

assess the longitudinal porcine enteric picornavirus fecal excretion from naturally infected 

pigs at suckling and nursery ages. Fecal samples (n=34) of solid to liquid consistency from 17 

pigs at suckling (2-3 weeks old) and nursery (4-6 weeks old) categories from a single pig herd 

of Guarapuava city, Parana, were evaluated for TV-A, SV-A, and EV-G presence. Reverse 

transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR) and nested-PCR (n-PCR) assays 

targeting the 5’non-translated region of the genome of each of the viruses were used for 

screening the viruses. Porcine enteric picornaviruses were detected in 14 out of the 17 nursery 

pig fecal evaluated. Fecal samples from animals during the suckling age tested were negative 

for the 3 enteric picornaviruses. The fecal samples from these same pigs at nursery age were 

positive for EV-G (14/17), TV-A (12/17), and SV-A (9/17). Single EV-G (2/17), double TV-

A + EV-G (3/17), and triple TV-A + SV-A + EV-G (9/17) fecal excretion were detected. 

Sequencing analysis with the related viruses showed nucleotide similarities varying from 

96.1% to 99.3% for TV-A, 96.1% to 99% for SV-A, and 88.4% to 99.6% for EV-G. This 

study represents the first longitudinal survey based on the porcine enteric picornavirus fecal 

excretion and revealed that the shedding of these viruses increased with the age of the 

animals, showing that the horizontal pig-to-pig transmission is an important route for the 

porcine enteric picornavirus dissemination.  

 

Keywords: Swine, Picornaviridae, porcine enterovirus, fecal shedding.  
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Introduction 

The Picornaviridae family is divided into 29 genera which includes viruses of 

importance to human and animal health. The viruses of this family are small, non-enveloped, 

and have a single-stranded positive-sense RNA (ssRNA) genome (ICTV 2014). Porcine 

enteric picornaviruses were previously classified into the Enterovirus genus. Studies on the 

biological and molecular features of porcine enteroviruses led to their reclassification into 

teschovirus A (TV-A), sapelovirus A (SV-A), and enterovirus G (EV-G), each belonging to 

three distinct genera (Kaku et al. 2001; Zell et al. 2001; Krumbholz et al. 2002; ICTV 2014).   

Porcine enteric picornaviruses have been reported in domestic pigs and wild boars in 

Asia (Kaku et al. 2007; Lan et al. 2011; Lin et al. 2012; Moon et al. 2012; Zhang et al. 2012), 

Europe (Zell et al. 2000; La Rosa et al. 2006; Buitrago et al. 2010; Sozzi et al. 2010; Boros et 

al. 2011; Prodělalová 2012; Cano-Gómez et al. 2013), North America (Bangari et al. 2010; 

Salles et al. 2011; Shan et al. 2011), Central America (Deng et al. 2012; Ventura et al. 2013) 

and South America (Donin et al. 2014; Donin et al. 2015). 

Pigs of all ages are susceptible to infection with TV-A, SV-A, and EV-G, which are 

viruses that circulate worldwide in asymptomatic domestic pigs (Prodělalová 2012). 

However, depending on the virus serotype and infection conditions, these picornaviruses may 

be considered important etiological agents of enteric, respiratory, reproductive, or 

neurological disorders in young and adult animals (Krumbholz et al. 2003). Clinical 

manifestations may include diarrhea, pneumonia, fever, vesicular diseases, reproductive 

failure (SMEDI syndrome - Stillbirth, Mummification, Embryonic Death and Infertility), 

myocarditis, and polioencephalomyelitis (Krumbholz et al. 2003). 

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and nested-PCR (n-PCR) 

assays have performed to detect the RNA of these viruses primarily from pig feces and also 
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from tissue samples (Bangari et al. 2010; Buitrago et al. 2010; Lan et al. 2011; Alexandersen 

et al. 2012; Chiu et al. 2012;). To date, little information on the epidemiology of TV-A, SV-

A, and EV-G infections are available in Brazil and there are no longitudinal studies in Brazil 

based on the enteric picornavirus infections and fecal excretion. Considering that suckling and 

weaned pigs are included in the producing categories with higher susceptibility animals to 

enteric virus infections, pigs belonging to these age groups were the target in this 

investigation. The aim of this study was to evaluate the dynamics of TV-A, SV-A, and EV-G 

excretion from feces of naturally infected piglets and weaned pigs under field conditions. 

 

Materials and methods 

 

Fecal samples and pig herd 

Sampling included in this study were derived from a collection of pig feces collected 

in a single multi-site pig production farm located in Guarapuava city (25º23'43"S, 

51º27'29"W), central-southern region of Parana state, Brazil, from June to August, 2012, and 

stored at -80°C. 

The farm consisted of three sites. Site 1 housed breeders, gestating, and farrowing 

sows, as well as suckling piglets up to 3 weeks of age. At fourth week of age, piglets were 

weaned and moved to site 2, where they were housed until 8 weeks old. Site 3 was a grower-

to-finish unit where 9 to 24-week-old animals were raised. Animals were raised with good 

nutritional and sanitary practices, including “all-in all-out” management. Reproductive 

management was done by artificial insemination. 

Fecal samples were according to the age of the animals. Solid, pasty and liquid 

consistency fecal samples (n=34) from 17 animals that were sampled during the suckling 
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category (2 to 3 weeks old) and resampled later at nursery (4 to 6 weeks old) were included in 

this survey. Piglets were from seven non-vaccinated and seven vaccinated sows for Rotavirus 

A.  

 

RNA extraction 

Fecal suspensions were prepared at 10 to 20% (w/v) in 0.01 M phosphate-buffered 

saline (PBS, pH 7.2) and centrifuged at 5,000 x g for 3 min. The supernatants were used for 

nucleic acid extraction.  

The nucleic acid were extracted using a combination of phenol/chloroform/isoamyl 

alcohol (25:24:1) and silica/guanidinium isothiocyanate extraction methods (Boom et al. 

1990; Alfieri et al. 2006). The nucleic acid was eluted in 50 µl of ultra-pure RNase-free 

diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated sterile water and stored at -20°C until use. Fecal 

samples BRA/UEL1/11, BRA/UEL-WB20/13, and BRA/UEL4/13, previously known as 

positive for TV-A, SV-A, and EV-G (Donin et al. 2014; Donin et al. 2015), and an aliquot of 

ultrapure autoclaved water were included as positive and negative controls, respectively, 

during the nucleic acid extraction and the following procedures. 

 

Teschovirus A, sapelovirus A and enterovirus G detection 

The presence of TV-A, SV-A, and EV-G was determined using previously described 

n-PCR assays targeting the 5’-non-translated region (5’-NTR) of the virus genomes 

(Krumbholz et al. 2003), with modifications (Donin et al. 2014). The expected sizes of the 

amplified products were 158, 212, and 313 for TV-A, SV-A, and EV-G, respectively. 

 

Sequencing and phylogenetic analysis 
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Two TV-A, 3 SV-A, and 3 EV-G n-PCR amplicons, were selected for sequencing 

analysis to confirm the identity of the amplified products. Amplicons were purified with the 

PureLink
®

 Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen™ Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA), quantified with Qubit™ Fluorometer (Invitrogen™ Life 

Technologies, Eugene, OR, USA), and sequenced in both directions with forward and reverse 

primers used in the n-PCR in an ABI 3500 Genetic Analyzer with the BigDye™ Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems
®

, Foster City, CA, USA). Sequence quality 

analyses and consensus sequences were obtained using Phred and CAP3 softwares, 

respectively (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) and sequences were used only with 

higher quality ≥ 20. Similarity searches were performed with sequences deposited in 

GenBank using the Basic Local Alignment Search Tool - BLAST software 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A phylogenetic tree based on nucleotide (nt) was 

obtained using the Maximum Likelihood statistical method based on the Kimura 2-parameter 

model (MEGA 6), which provided statistical support via bootstrapping with 1,000 replicates. 

Sequence identity matrix was performed using BioEdit software version 7.1.11 (Hall 1999). 

 

Results 

The 17 fecal samples from suckling piglets tested were negative for the 3 porcine 

enteric picornaviruses evaluated in this study. Among the 17 feces that were collected from 

the same animals during the nursery age, only 3 were negative for all viruses. Twelve of the 

fecal samples from the weaned pigs were positive for TV-A, 9 for SV-A, and 14 for EV-G.  

Single EV-G excretion was detected only in 2 fecal samples evaluated. Double (TV-A 

and EV-G) and triple (TV-A, SV-A, and EV-G) virus excretion were detected in 3 and 9 fecal 

samples, respectively. The results according to the age at which animals were sampled and the 

feces consistency at the moment of collection are presented in Table 1. 

http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Table 1 Single and mixed Teschovirus A (TV-A), Sapelovirus A (SV-A), and Enterovirus G 

(EV-G) fecal excretion detected by n-PCR assays in a longitudinal survey from pigs at suckling 

and nursery ages. 

Porcine enteric 

picornaviruses 

Age group / Fecal consistency 

TOTAL 

(n=34) 

Suckling 

(n=17) 
 

Nursery 

(n=17) 

Solid 

(n=9) 

Pasty 

(n=6) 

Liquid 

(n=2) 
 

Solid 

(n=3) 

Pasty 

(n=11) 

Liquid 

(n=3) 

TV-A - - -  - - - - 

SV-A - - -  - - - - 

EV-G - - -  1 1 - 2 

TV-A + SV-A - - -  - - - - 

TV-A + EV-G - - -  - 2 1 3 

SV-A + EV-G - - -  - - - - 

TV-A + SV-A + 

EV-G 
- - -  1 6 2 9 

TOTAL 0 0 0  2 9 3 14 

TV-A = Teschovirus A; SV-A = Sapelovirus A; EV-G = Enterovirus G; - = negative samples 

 

Sequencing analysis confirmed the specificity of TV-A, SV-A, and EV-G amplicons. 

The TV-A nucleotide sequences described in this study (BRA/UEL-DT508/12 and 

BRA/UEL-DT565/12) are shorter than 200 bp and therefore were not submitted to the 

GenBank (supplementary material). The TV-A sequences here in were 97.4% nt identity to 

each other and presented nt identical varying of 96.1% to 99.3% with TV-A strains of Brazil 

and other countries. The SV-A nt sequences in this study (BRA/UEL-DS417/12, BRA/UEL-

DS508/12, and BRA/UEL-DS509/12; GenBank accession numbers KR139669, KR139670, 

and KR139671, respectively) were 100% identical to each other and showed 96.1% to 99% 

similarity with SV-A nt sequences available in GenBank, including Brazilian strains. Finally, 

the EV-G nt sequences herein (BRA/UEL-DE418/12, BRA/UEL-DE508/12, and BRA/UEL-
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DE605/12; GenBank accession numbers KR139672, KR139673, and KR139674, 

respectively) were 99.6% to 100% identity to each other and had 88.4% to 99.6% nt similarity 

with other Brazilian and foreign EV-G strains. The phylogenetic tree shows the genetic 

relationship of the porcine enteric picornavirus strains in this study with the related viruses 

(Fig. 1). 
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Fig. 1 Genetic relationship of Teschovirus A (TV-A), Sapelovirus A (SV-A), and Enterovirus 

G (EV-G). Brazilian strains and other published sequences which represent the related 

viruses. Maximum Likelihood phylogenetic tree construction using the Kimura 2-parameter 
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model based on partial 5’-non-translated region of the porcine enteric picornavirus strains. 

GenBank accession numbers of representative sequences, TV-A (●BRA/UEL-

DT508/12;●BRA/UEL-DT565/12), SV-A (▲BRA/UEL-DS417/12; ▲BRA/UEL-DS508/12; 

▲BRA/UEL-DS509/12), and EV-G (∎BRA/UEL-DE418/12; BRA/UEL-DE508/12; 

∎BRA/UEL-DE605/12) sequences in this study, and other Brazilian strains presented herein 

are indicated between parentheses. Bootstrap values (1,000 replicates) higher than 70% are 

shown. (*) refer to TV-A nt sequences < 200 bp; the TV-A sequences are available as 

supplementary material. 

 

Discussion 

This first Brazilian longitudinal analysis for porcine enteric picornavirus fecal 

shedding showed that animals in the suckling age were not excreting TV-A, SV-A, and EV-G 

in feces, the virus shedding being detected in the same sampled pigs at nursery age. 

Studies conducted in Hungary (Boros et al. 2011), Czech Republic (Prodělalová 

2012), China (Yang et al. 2013), and Vietnam (Van Dung et al. 2014) reported pigs at 

different ages susceptible to TV-A, SV-A, and EV-G infections; however the prevalence of 

these viruses varied within the age-groups. A previous Brazilian porcine enteric picornavirus-

based study reported suckling piglets of distinct Brazilian geographical regions as positive for 

TV-A and EV-G infections, while SV-A was not detected in this age group (Donin et al. 

2014). Although in that study suckling piglets were positive for the viruses, porcine enteric 

picornavirus infections were less frequent in 1 to 3 weeks old animals than in pigs of 4 to 8 

weeks old of age (Donin et al. 2014). 

Studies have reported that TV-A is the most abundant porcine enteric picornavirus in 

pig feces, followed by SV-A, while the EV-G has been reported as the less common enteric 

picornavirus (Buitrago et al. 2010; Alexandersen et al. 2012). The porcine enteric 
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picornavirus-based studies conducted in Brazil, including the present one, revealed PTV was 

detected most frequently (45 %, 18/40), followed by EV-G (40 %, 16/40). PSV was the less 

(17.5%, 7/40) common virus present in the faecal samples evaluated and was not detected in 

the faecal suckling piglets (Donin et al., 2014). Already in another study by Donin et al. 

(2015), evaluating fecal samples from wild boars, the results reveal EV-G was most 

frequently (11/22, 50%) detected, Followed by PTV (10/22, 45.5%) and PSV (4/22 , 18.2%).  

A possible explanation for the negative results from suckling piglets evaluated in this 

study is that these animals might not be with productive infection at the moment of the fecal 

collection. It is also likely that they have ingested good quality colostrum, with high titers of 

specific antibodies against TV-A, SV-A, and EV-G, providing lactogenic immunity and 

protection for litters against the early infection with these viruses. The negative results from 

all the piglets at suckling age in this study also suggest that the investigated viruses might not 

be circulating in this site of the herd, indicating that the sanitary conditions of the farm unit 

might have influenced the porcine enteric picornavirus infection rates in the farrow-to-

weaning pig herd site. 

Regarding the weaned animals, the post-weaning is a critical period of pig’s life due to 

nutritional, environmental, and social changes. These facts and the decline in the passive 

antibodies may lead to poor animal health condition, becoming pigs more susceptible to 

infections. Additionally, the mixing of animals of different litters is a common management 

practice at nursery age (Kummer et al. 2009). These might be an explanation for the 

increasing of the porcine enteric picornavirus infections in animals at this age.  

In this study porcine enteric picornavirus infections were shown to increase with the 

age of the animals, suggesting that pig-to-pig is an important route of TV-A, SV-A, and EV-G 

transmission. The role of sows as sources of porcine enteric picornavirus infections to piglets 

was not evaluated in this study. However, normal consistency fecal samples from lactating 
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sows (n=3) that had farrowed 4 of the piglets sampled in this study were investigated for the 3 

studied viruses, which were not detected (data not shown). The TV-A, SV-A, and EV-G 

infection and excretion from sows during the gestational, farrowing, and lactation periods and 

of their offspring during the suckling age should be continuous monitored to assess the 

potential sow-to-piglet transmission of porcine enteric picornaviruses. Additionally, it is 

important to evaluate other source of virus shedding for sows, such as milk, for example. 

Studies reported different clinical manifestations associated with TV-A, SV-A, and 

EV-G infections, including diarrhea (Knowles 2006; Chen et al. 2012; Anbalagan et al. 2014). 

Considering the overall detection rate for the investigated viruses from pasty to liquid 

consistency fecal samples in this study (12/22), it was not possible to relate the virus presence 

with diarrhea. Van Dung et al. (2014) detected EV-G in fecal samples from animals with and 

without diarrhea; however it was not possible to associate the presence of the virus with the 

occurrence of enteritis as there was no significant difference in the detection rates according 

to fecal consistency. In Brazil, the porcine enteric picornaviruses were more frequent in 

diarrheic fecal samples; although it was not possible to determine an association between 

illness and diarrhea due to the small number of samples evaluated (Donin et al. 2014). 

However, these viruses cannot be excluded as a causative agent of diarrhea. On the other 

hand, TV-A, SV-A, and EV-G RNA detection from solid fecal samples could indicate that 

porcine enteric picornaviruses were not always associated with the occurrence of diarrhea in 

this study. To properly assess the association of the virus presence with the occurrence of 

diarrhea is necessary to design a specific investigation, including the evaluation of infections 

with other porcine enteric viruses, such as rotaviruses, caliciviruses, picobirnavirus, 

Aichivirus C, Torque teno sus virus and hepatitis E, which are endemic in Brazilian pig herds 

(Alfieri et al. 1994, Barry et al. 2008; Zlotowski et al. 2008; de Arruda Leme et al. 2014; 

Ribeiro et al. 2013; Lorenzetti et al. 2014; Molinari et al. 2014; Silva et al. 2014).  
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Conclusion 

In conclusion, to the author’s knowledge this study represents the first longitudinal 

survey for enteric picornavirus fecal excretion from pigs in Brazil. The results indicated that 

TV-A, SV-A, and EV-G early infection was not a common event and that the horizontal 

transmission, primarily from pig-to-pig contact, is important for the maintenance of the virus 

circulation within a pig herd. TV-A, SV-A, and EV-G infections require continuous attention 

in pig herds since intestinal health is directly related to productivity. 
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4 CONCLUSÕES 

 
 A infecção pelo teschovirus A (TV-A), sapelovirus A (SV-A) e enterovirus G (EV-G) 

em leitões de maternidade não foi encontrado neste estudo; 

 A transmissão horizontal pelo contato entre animais exerce um importante papel na 

epidemiologia das infecções pelos picornavírus entéricos suínos pela manutenção da 

circulação viral dentro dos rebanhos. 

 Infecções por sapelovirus A (SV-A) não ocorreu em infecções singulares, somente em 

infecções mistas.  
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APÊNDICE A 

 

Table 1. Porcine enteric picornavirus detection by RT-PCR assay in paired fecal samples from suckling and 

nursery pigs 

Pig identification Age (weeks) Fecal consistency 
Porcine enteric picornaviruses 

TV-A SV-A EV-G 

1 2 Pasty - - - 

 6 Solid + + + 

      

17 2 Liquid - - - 

 6 Pasty - - - 

      

26 2 Solid - - - 

 6 Liquid + - +* 

      

42 2 Pasty - - - 

 6 Liquid + + + 

      

59 2 Liquid - - - 

 6 Pasty + +* + 

      

81 3 Solid - - - 

 5 Pasty +* +* +* 

      

87 3 Solid - - - 

 4 Pasty - - + 

      

106 2 Pasty - - - 

 5 Pasty + +* + 

      

112 2 Solid - - - 

 6 Pasty - - - 

      

125 2 Solid - - - 

 5 Solid - - + 

      

137 3 Solid - - - 

 6 Liquid + + + 

      

221 2 Solid - - - 

 6 Pasty + + + 

      

233 2 Solid - - - 

 5 Solid - - - 

      

235 2 Pasty - - - 

 6 Pasty + + + 

      

276 2 Solid - - - 

 5 Pasty + - + 

      

282 2 Pasty - - - 

 6 Pasty + + +* 

      

469 2 Pasty - - - 

 5 Pasty +* - + 

Total   12 9 14 

* N-PCR amplicons submitted to sequencing analysis. 
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APÊNDICE B 

 

Table 2. Percentage of similarity between 5’-non-tranlated nucleotide sequences in this study, previously 

reported Brazilian strains, and other porcine enteric picornavirus sequences available in GenBank. 

Reference strains 
GenBank accession 

numbers 
Porcine enteric picornavirus strains in this study 

Teschovirus A 

  BRA/UEL-DT508/12 BRA/UEL-DT565/12  

BRA/UEL-DT508/12 * - 97.4  

BRA/UEL-DT565/12 * 97.4 -  

BRA/UEL-WB01/13 Donin et al. 2015* 98 99.3  

BRA/UEL-3/13 Donin et al. 2014* 98.7 98.7  

BRA/UEL-1/11 Donin et al. 2014* 96.7 99.3  

PTV-1 Vir 2481/02 GQ293228 97.4 100  

PTV-2 Stendal 2532 AY392537 97.4 98.7  

PTV-3 1-AA-VI AY392540 97.4 100  

PTV-4 PS 36 AF296089 97.4 100  

PTV-5 Sek 254/97 GQ293234 96.7 98  

PTV-6 Vir 3634/85 AF296115 97.4 98.7  

PTV-7 F 43 AF296092 98 99.3  

PTV-8 25-T-VII AF296118 96.7 98  

PTV-9 Vir 2899/84 AF296094 96.7 98  

PTV-10 UKG/170/80 AY392539 97.4 100  

PTV-11 Dresden AF296096 96.7 98  

     

Sapelovirus A 

  BRA/UEL-DS417/12 BRA/UEL-DS508/12 BRA/UEL-DS509/12 

BRA/UEL-DS417/12 KR139669 - 100 100 

BRA/UEL-DS508/12 KR139670 100 - 100 

BRA/UEL-DS509/12 KR139671 100 100 - 

BRA/UEL-WB20/13 KJ187770 96.6 96.6 96.6 

BRA/UEL-3/13 KF410644 98.5 98.5 98.5 

BRA/UEL-2/13 KF410643 98.5 98.5 98.5 

PEV-8 16-S-X AY392543 97.1 97.1 97.1 

PEV-8 26-T-XII AY392544 97.1 97.1 97.1 

PEV-8 Sek 1562/98 AY392556 96.1 96.1 96.1 

PEV-8 38-V-II AY392545 99 99 99 

PSV-8 V13 AF406813 98 98 98 

PSV CSH HQ875059 97.1 97.1 97.1 

PSV YC2011 JX286666 98.5 98.5 98.5 

KS05151 KJ821020 99 99 99 

KS04105 KJ821019 98.5 98.5 98.5 

     

Enterovirus G 

  BRA/UEL-DE418/12 BRA/UEL-DE508/12 BRA/UEL-DE605/12 

BRA/UEL-DE418/12 KR139672 - 100 99.6 

BRA/UEL-DE508/12 KR139673 100 - 99.6 

BRA/UEL-DE605/12 KR139674 99.6 99.6 - 

BRA/UEL-WB40/13 KJ187771 98.7 98.7 98.3 

BRA/UEL-4/13 KF410646 99.3 99.3 99 

BRA/UEL-3/13 KF410645 99.6 99.6 99.3 

WBD/2011/HUN JN807387 98.3 98.3 98.7 

CH/HLJMDJ/2012 KF008199 98.3 98.3 98 

UKG/216/80 AF363454 99 99 98.7 

PEV-9 112 GU262994 99.3 99.3 99 

LP 54 AF363455 88.4 88.4 88.4 

UKG/410/73 AF363453 89.3 89.1 89.1 

* Sequences shorter than 200 bp and, therefore, not submitted to GenBank. The TV-A nucleotide sequences are available with the 

corresponding author in these studies. 
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APÊNDICE C 

 

Table 3. TV-A nucleotide sequences described in this study. 

Samples Nucleotide sequences 

  

BRA/UEL-DT508/12 GAAAGACCTGCTCTGGCGCGAGCTAGAGCGCAATTGTCACCAG

GTATTGTACCAATGGTGGCGACAGGGTACAGAAGAGCAAGTAC

TCCTGACTGGGCAATGGGACTGCATTGCATATCCCTAGGCATCT

ATTGAGATTTCTCTGGGGCCCACCAGCA 

 

BRA/UEL-DT565/12 GAAAGACCTGCTCTGGCGCGAGCTAAAGCGCAATTGTCACCAG

GTATTGCACCAATGGTGGCGACAGGGTACAGAAGAGCAAGTA

CTCCTGACTGGGTAATGGGACTGCATTGCATATCCCTAGGCAC

CTATTGAGATTTCTCTGGGGCCCACCAGCA 
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ANEXO A 

Lista de Reagentes 

 

1. Acetona, P.A. (CH3COCH3) P.M. 58,08 (Dinâmica
®

) 

2. Ácido acético glacial, P.A. (CH3COOH) P.M. 60,05 (Nuclear
®

) 

3. Ácido bórico (H3BO3) P.M. 61,83 (Sicalab
®

) 

4. Ácido clorídrico (HCl) P.M. 36,46 (Reagen
®

) 

5. Ácido etilenodiaminotetraácido sal di-sódico – EDTA, P.A. (C10H14N2O8Na22H2O) P.M. 

372,24 (Reagen
®

) 

6. Agarose (Invitrogen
TM

 Life Technologies) 

7. UltraPure™ DEPC-Treated Water (Dietilpirocarbonato) (Invitrogen
TM

 Life Technologies) 

8. Álcool etílico absoluto (C2H2OH) P.M. 46,07 (Nuclear
®

) 

9. Álcool isoamílico ((CH3)2CHCH2CH2OH) P.M. 88,15 (Synth
®

) 

10. Azul de bromofenol (Sigma
®

) 

11. Bicarbonato de sódio P.A. (NaHCO3) P.M. 84,01 (Biotec
®

) 

12. Borohidreto de sódio P.M. 37,83 (Sigma
®

) 

13. Brometo de etídeo (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma
®

) 

14. Cloreto de cálcio puro (CaCl2) P.M. 110,94 (Invitrogen
TM

 Life Technologies) 

15. Cloreto de magnésio 50 mM (MgCl2) (Invitrogen
TM

 Life Technologies) 

16. Cloreto de potássio, P.A. (KCl) P.M. 74,56 (Reagen
®

) 

17. Cloreto de sódio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen
®

) 

18. Clorofórmio, P.A. (CHCl3) P.M. 119,38 (Dinâmica
®

) 

19. Dimetilsulfóxido (DMSO) C2H6SO (Sigma
®

) 

20. Dióxido de sílica (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma
®

) 

21. Dithiothreitol (DTT-10 mM) (Invitrogen
TM

 Life Technologies) 

22. DNA Ladder (123 bp) (Invitrogen
TM

 Life Technologies) 

23. dNTP Set (100 mM), 4 x 250 µL; 25 µmol each (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP 

Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen
TM

 Life 

Technologies) 

24. Dodecil sulfato de sódio – Lauril Sulfato de Sódio – SDS (C12H25NaO4S) P.M. 288,38 

(Synth
®

) 

25. Fenol (C6H5OH) P.M. 94,11 (Invitrogen
TM

 Life Technologies) 

26. Fosfato de sódio dihidratado (Na2HPO4 . 2H2O) P.M 177,99 (Merck
®

) 

27. Fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4 . 2H2O) P.M. 155,99 (Reagen
®

) 
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28. Fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4) P.M. 141,96 (Synth
®

) 

29. Glicose (C6H12O6) P.M. 180,16 (Reagen
®

) 

30. Hidróxido de sódio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinâmica
®

) 

31. Hidroximetil amino metano – TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab
®

) 

32. Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Gibco BRL
®)

 

33. Metanol P.A. (CH3OH) P.M. 32,04 (Allkimia
®

) 

34. Oligonucleotídeo iniciador (primer) PCR 

a.  Oligonucleotídeo iniciador (primer) forward PEV1a (forward; 5´ - AGT TTT GGA 

TTA TCT TGT GCC C - 3´; nucleotide (nt) 76-97 Krumbholz et al. (2003) - 200 pmol 

(IDT- Integrated Device Technology
®

) 

b. Oligonucleotídeo iniciador (primer) reverse PEV1e (reverse; 3´ - CGC GAC CCT 

GTC AGG CAG CAC - 5´; nucleotide (nt) 391-371 Krumbholz et al. (2003) - 200 

pmol (IDT- Integrated Device Technology
®

) 

c. Oligonucleotídeo iniciador (primer) forward PEV8e (forward; 5´ - CTT AAG GTG 

GTT GTA TCC CCT AC - 3´; nucleotide (nt) 23-45 Krumbholz et al. (2003) - 200 

pmol (IDT- Integrated Device Technology®) 

d. Oligonucleotídeo iniciador (primer) reverse PEV8f (reverse; 3´ - TTC AAC TGA CTA 

TAC TAG TTA CAG G - 5´; nucleotide (nt) 435-411 Krumbholz et al. (2003) - 200 

pmol (IDT- Integrated Device Technology
®

) 

e. Oligonucleotídeo iniciador (primer) forward PEV9a (forward; 5´ - GTA CCT TTG 

TAC GCC TGT TTT A - 3´; nucleotide (nt) 96-117 Krumbholz et al. (2003) - 200 

pmol (IDT- Integrated Device Technology
®

) 

f. Oligonucleotídeo iniciador (primer) reverse PEV9b (reverse; 3´ - ACC CAA AGT 

AGT CGG TTC CGC - 5´; nucleotide (nt) 586-566 Krumbholz et al. (2003) - 200 pmol 

(IDT- Integrated Device Technology
®

) 

35. Oligonucleotídeo iniciador (primer) nested-PCR 

a.  Oligonucleotídeo iniciador (primer) forward PEV1c (forward; 5´ - TGA AAG ACC 

TGC TCT GGC GCG AG - 3´; nucleotide (nt) 178-200 Krumbholz et al. (2003) - 200 

pmol (IDT- Integrated Device Technology
®

) 

b. Oligonucleotídeo iniciador (primer) reverse PEV1d (reverse; 3´ - GCT GGT GGG 

CCC CAG AGA AAT CTC - 5´; nucleotide (nt) 335-312 Krumbholz et al. (2003) - 

200 pmol (IDT- Integrated Device Technology
®

) 
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c. Oligonucleotídeo iniciador (primer) forward PEV8g (forward; 5´ - ATG GCA GTA 

GCG TGG CGA GCT AT - 3´; nucleotide (nt) 131-153 Krumbholz et al. (2003) - 200 

pmol (IDT- Integrated Device Technology
®

) 

d. Oligonucleotídeo iniciador (primer) reverse PEV8h (reverse; 3´ - GTA ATG CCA 

AGA GCA TGC GCC A - 5´; nucleotide (nt) 342-321 Krumbholz et al. (2003) - 200 

pmol (IDT- Integrated Device Technology
®

) 

e. Oligonucleotídeo iniciador (primer) forward PEV9c (forward; 5´ - CAA GCA CTT 

CTG TTT CCC CGG - 3´; nucleotide (nt) 197-217 Krumbholz et al. (2003) - 200 pmol 

(IDT- Integrated Device Technology
®

) 

f. Oligonucleotídeo iniciador (primer) reverse PEV9e (reverse; 3´ - GTT AGG ATT 

AGC CGC ATT CAG GGG - 5´; nucleotide (nt) 509-486 Krumbholz et al. (2003) - 

200 pmol (IDT- Integrated Device Technology
®

) 

36. PCR-buffer (10x) (200 mM Tris-HCl, pH 8.4, 500 mM KCl) (Invitrogen
TM

 Life 

Technologies) 

37. Platinum Taq DNA Polymerase 500 units (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

38. Quant-iT 
TM

 dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

39. Sacarose, P.A. – sucrose (C12H22O11) P.M. 342,31 (Reagen
®

) 

40. Triton x-100 (J.T.Baker
®

) 
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ANEXO B 

Soluções e Tampões 

 

 Diluição dos primers 

PCR para detecção da região 5’NTR do genoma do Teschovirus A 

 

- Primer forward TV-A PCR-PEV1a 

Sequência: 5’- AGT TTT GGA TTA TCT TGT GCC C - 3’ 

Posição: 76-97  

Concentração: 30,6 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

 

 30,6 x 1000 = 30600 pmoles 

 30600 / 200 = 153 L de água ultrapura 

 

Solução estoque (Primer mãe 200 pmol/L): ressuspender em água ultrapura para 

obtenção de solução 10x [ ] 

 

Solução de uso de todos os primer: diluir 1:10 a solução estoque em água ultrapura. 

Concentração final: 20 pmol/L 

 

- Primer reverse TV-A PCR-PEV1e 

Sequência: 3’- CGC GAC CCT GTC AGG CAG CAC – 5’ 

Posição: 391-371 

Concentração: 29,7 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 29,7 x 1000 = 29700 pmoles 

                 29700 / 200 = 148,5 L de água ultrapura 
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Nested-PCR para detecção da região 5’NTR do genoma do Teschovirus A 

 

- Primer forward TV-A n-PCR-PEV1c 

Sequência: 5’- TGA AAG ACC TGC TCT GGC GCG AG - 3’ 

Posição: 178-200  

Concentração: 24,8 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 24,8 x 1000 = 24800 pmoles 

 24800 / 200 = 124 L de água ultrapura 

 

- Primer reverse TV-A n-PCR-PEV1d 

Sequência: 3’- GCT GGT GGG CCC CAG AGA AAT CTC – 5’ 

Posição: 335-312 

Concentração: 32,8 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 32,8 x 1000 = 32800 pmoles 

 32800 / 200 = 164 L de água ultrapura 

 

PCR para detecção da região 5’NTR do genoma do Sapelovirus A 

 

- Primer forward SV-A PCR-PEV8e 

Sequência: 5’- CTT AAG GTG GTT GTA TCC CCT AC - 3’ 

Posição: 23-55  

Concentração: 30,7 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 30,7 x 1000 = 30700 pmoles 

 30700 / 200 = 153,5 L de água ultrapura 

 

- Primer reverse SV-A PCR-PEV8f 

Sequência: 3’- TTC AAC TGA CTA TAC TAG TTA CAG G - 5’ 
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Posição: 435-411 

Concentração: 32,9 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 32,9 x 1000 = 32900 pmoles 

2900 / 200 = 164,5 L de água ultrapura 

 

Nested-PCR para detecção da região 5’NTR do genoma do Sapelovirus A 

 

- Primer forward SV-A n-PCR-PEV8g 

Sequência: 5’- ATG GCA GTA GCG TGG CGA GCT AT - 3’ 

Posição: 131-153  

Concentração: 39,7 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 39,7 x 1000 = 39700 pmoles 

 39700 / 200 = 198,5 L de água ultrapura 

 

- Primer reverse SV-A n-PCR-PEV8h 

Sequência: 3’- GTA ATG CCA AGA GCA TGC GCC A - 5’ 

Posição: 342-321 

Concentração: 28,1 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 28,1 x 1000 = 28100 pmoles 

 28100 / 200 = 140,5 L de água ultrapura 

 

PCR para detecção da região 5’NTR do genoma do Enterovirus G 

 

- Primer forward EV-G PCR-PEV9a 

Sequência: 5’- GTA CCT TTG TAC GCC TGT TTT A - 3’ 

Posição: 96-117  

Concentração: 37,1 nmoles 
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Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 37,1 x 1000 = 37100 pmoles 

 37100 / 200 = 185,5 L de água ultrapura 

 

- Primer reverse EV-G PCR-PEV9b 

Sequência: 3’- ACC CAA AGT AGT CGG TTC CGC - 5’ 

Posição: 586-566 

Concentração: 40,5 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

 

 40,5 x 1000 = 40500 pmoles 

 40500 / 200 = 202,5 L de água ultrapura 

 

Nested-PCR para detecção da região 5’NTR do genoma do Enterovirus G 

 

- Primer forward EV-G n-PCR-PEV9c 

Sequência: 5’- CAA GCA CTT CTG TTT CCC CGG - 3’ 

Posição: 197-217  

Concentração: 28,6 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 28,6 x 1000 = 28600 pmoles 

 28600 / 200 = 143 L de água ultrapura 

 

- Primer reverse EV-G n-PCR-PEV9e 

Sequência: 3’- GTA ATG CCA AGA GCA TGC GCC A - 5’ 

Posição: 509-486 

Concentração: 32,1 nmoles 

Data de fabricação: Jun / 2011 

  

 32,1 x 1000 = 32100 pmoles 

 32100 / 200 = 160,5 L de água ultrapura 
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 Diluição de dNTP 

- solução estoque (100 mM) – 100 L de cada dNTP 

- solução uso (10 mM) – 10 L da solução estoque + 90 L de água ultrapura 

 

 Fenol / clorofórmio / álcool isoamílico (25:24:1) 

- 25 mL fenol saturado 

- 24 mL clorofórmio 

- 1 mL álcool isoamílico 

 

 Gel de agarose 1%  

- 0,5 g agarose 

- 50 mL de tampão TBE 1x 

- 20 µL de brometo de etídeo  

 

 Hidratação da sílica 

- 6 g de sílica (O2Si) (SIGMA


) 

- Adicionar 500 mL de água bidestilada  

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h 

- Por sucção, desprezar 430 mL do sobrenadante 

- Ressuspender a sílica em 500 mL de água bidestilada 

- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar 

- Desprezar 440 mL do sobrenadante 

- Ajustar o pH (pH 2,0) com HCl fumegante 

- Aliquotar  

 

 SDS 10% 

- 5 g dodecil sulfato de sódio – Lauril sulfato de sódio – SDS (C12H25NaO4S) 

- água bidestilada q.s.p. 50 mL 

 

 Solução L6 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4 

- 22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0 
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- 2,6 mL de Triton x100 

 

 Solução L2 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4 

 

 Tampão de amostra para eletroforese em gel de agarose  

- azul de bromofenol 0,25% 

- sacarose – sucrose (C12H22O11) 45% 

- água bidestilada q.s.p.100 mL 

 

 Tampão de corrida – TBE (Tris – Ácido bórico – EDTA) 10x 

- Tris 0,89 M 

- Ácido bórico 0,89 M 

- EDTA 0,02 M 

- água bidestilada q.s.p. 1 litro 

- ajustar o pH (pH 8,4) 

 

 Tampão Fosfato Salina – PBS 

- 137 mM Cloreto de sódio (NaCl) 

- 3 mM Cloreto de potásso (KCl) 

- 8 mM Fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4) 

- 15 mM Potássio fosfato monobásico (KH2PO4) 

- Água ultrapura autoclavada q.s.p. 500 mL 
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ANEXO C 

Protocolos de Técnicas 

 

 Extração do ácido nucleico pela associação das técnicas fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico e sílica/isotiocianato de guanidina  

 

1. Suspensão fecal – extração bruta  

 

- 100 μL ou 100 mg de fezes 

- 500 μL de PBS 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar a 5000 x g / 3 min 

- Utilizar 500 μL do sobrenadante para extração 

 

2. Extração do ácido nucleico 

 

Fase I – Fenol 

- 500 L da suspensão fecal   

- Adicionar 50 L de SDS 10%  

- Homogeneizar em vortex 

- Banho-maria 56 °C /20 min 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s  

- Adicionar 500 L de fenol/clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) 

- Homogeneizar em vortex 

- Banho-maria 56 °C /15 min 

- Homogeneizar manualmente por 15 s 

- Centrifugar 10.000 x g /10 min 

- Recolher o sobrenadante em outro microtubo  

 

Fase II – Sílica / isotiocianato de guanidina 

- Adicionar 500 L da solução L6 

- Adicionar 25 L de sílica hidratada 

- Homogeneizar em vortex 
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- Agitar em temperatura ambiente /30 min 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 

- Adicionar 500 L de solução L2 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 

- Adicionar 500 L de solução L2 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 

- Adicionar 1000 L de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar sobrenadante em descarte comum 

- Adicionar 1000 L de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar sobrenadante em descarte comum 

- Adicionar 1000 L de acetona P.A. gelada 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar sobrenadante  

- Secar o pellet em termo bloco a 60ºC (aproximadamente 2 min) ou banho-maria a 56ºC 

(15 min)  

- Adicionar 50 L de água DEPC 

- Homogeneizar em vortex 

- Banho-maria 56ºC/15 min 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 13.000 x g /4 min 

- Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 L 

- Estocar -20ºC até a utilização 
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 Reação em cadeia pela polimerase (PCR)  

 

- Mix desnaturação do genoma do TV-A, SV-A e EV-G 

Reagentes Volume (L) 

Oligo (dT)12-18 Primer 1 

dNTP (2,5 mM) 1 

Água 

Ácido nucleico 

6 

5 

Volume final 13 

Essa reação foi submetida a uma temperatura de 65°C por 15 minutos seguida do banho 

de gelo por 5 minutos. 

 

 

- Mix RT do genoma do TV-A, SV-A e EV-G 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 5 x [Tris-HCl 250 mM (pH 8,3); KCl 375 mM; MgCl2 15 mM] 4 

DTT (0,1 mM) 

M-MLV (200 U/µL) 

2 

1 

Volume final 7 

Nesta etapa a reação foi submetida a uma temperatura de 37°C por 50 minutos, seguido 

da inativação a 70°C por 15 minutos. 

 

- Mix de PCR para detecção parcial da região 5’NTR genoma do TV-A 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

PlatinunTaq DNA Polymerase (5 U/L) 0,4 

Primer Forward PEV-1a (20 pmol/L) 0,5 

Primer Reverse PEV-1e (20 pmol/L) 0,5 

Água 39,1 
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Volume final 48 

 

 

 

- Mix da nested-PCR para detecção parcial da região 5’NTR genoma do TV-A 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

Platinun


Taq DNA Polymerase (5 U/L) 0,4 

Primer Forward PEV-1c (20 pmol/L) 0,5 

Primer Reverse PEV-1d (20 pmol/L) 0,5 

Água 39,1 

Volume final 48 

 

 

 

- Mix de PCR para detecção parcial da região 5’NTR genoma do SV-A 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

Platinun


Taq DNA Polymerase (5 U/L) 0,4 

Primer Forward PEV-8e (20 pmol/L) 0,5 

Primer Reverse PEV-8f (20 pmol/L) 0,5 

Água 39,1 

Volume final 48 

 

 

 

- Mix da nested-PCR para detecção parcial da região 5’NTR genoma do SV-A 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 
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Platinun


Taq DNA Polymerase (5 U/L) 0,4 

Primer Forward PEV-8g (20 pmol/L) 0,5 

Primer Reverse PEV-8h (20 pmol/L) 0,5 

Água 39,1 

Volume final 48 

 

 

 

- Mix de PCR para detecção parcial da região 5’NTR genoma do EV-G 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

Platinun


Taq DNA Polymerase (5 U/L) 0,4 

Primer Forward PEV-9a (20 pmol/L) 0,5 

Primer Reverse PEV-9b (20 pmol/L) 0,5 

Água 39,1 

Volume final 48 

 

 

 

- Mix da nested-PCR para detecção parcial da região 5’NTR genoma do EV-G 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 

MgCl2 1,5 

dNTP (2,5 mM) 1 

Platinun


Taq DNA Polymerase (5 U/L) 0,4 

Primer Forward PEV-9c (20 pmol/L) 0,5 

Primer Reverse PEV-9e (20 pmol/L) 0,5 

Água 39,1 

Volume final 48 

 

 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da PCR para os três vírus. 
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Reação Temperatura (°C) Tempo (min) Nº de Ciclos 

Desnaturação 94 5 1 

Desnaturação 94 1 40 

Anelamento 55 1 40 

Extensão 72 1 40 

Extensão final 72 5 1 

 

 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da nested-PCR para os três vírus. 

 

Reação Temperatura (°C) Tempo (min) Nº de Ciclos 

Desnaturação 94 5 1 

Desnaturação 94 1 35 

35 

35 

Anelamento 55 1 

Extensão 72 1 

Extensão final 72 5 1 

 

 

 

 Eletroforese em gel de agarose a 2% 

 

- 1 g de agarose 

- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; ácido bórico 89 mM; EDTA 2mM) pH 8,4 

- 20 L de brometo de etídeo (0,5 g/mL) 

São utilizados 5 L do amplicon e 1 L do tampão de amostra. A eletroforese sob 

voltagem (100V) e amperagem (80A) constantes ocorre em aproximadamente 50 min. 

 

 Purificação de produto de PCR excisado do gel  

 

1. Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL. 

2. Adicionar 3 L do Gel Solubilization (L3) para cada 1 mg de gel. 

3. Incubar o microtubo a 50°C / 15 min, homogeneizando a cada 3 min. 

4. Centrifugar a 12.000 x g / 30s. 

5. Transferir amostra solubilizada para um tubo coletor com coluna. 

6. Centrifugar a 12.000 x g / 1min. 
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7. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 

8. Adicionar 500 L do Wash buffer (W1) na coluna com tubo coletor 

9. Centrifugar a 12.000 x g / 1min. 

10. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo. 

11. Centrifugar a 12.000 x g / 1-2min. 

12. Descartar o filtrado e recolotransferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL. 

13. Adicionar 30 L do Elution buffer (E5) 

14. Incubar a temperatura ambiente por 1 min. 

15. Centrifugar a 12.000 x g / 1 min. 

16. Estocar o fragmento de DNA purificado a -20°C. 

 

 Quantificação de produto de PCR 

 

(Certificar-se de que todos os reagentes estão em temperatura ambiente) 

1. Preparar a solução Quant-iT
TM

 Working Solution diluindo o reagente Quant-iT
TM 

em 

Buffer Quant-iT
TM

 1:200. São necessários 200 L desta solução por amostra e para os 

padrões 0 e 100. 

2. Homogeneizar em vortex. 

3. No microtubo das amostras adicionar 198 L da solução Quant-iT
TM

 Working Solution 

a 2 L do fragmento de DNA purificado. 

4. No microtubo do padrão 0 adicionar 190 L da solução Quant-iT
TM

 Working Solution a 

10 L do padrão 0. 

5. No microtubo do padrão 100 adicionar 190 L da solução Quant-iT
TM

 Working 

Solution a 10 L do padrão 100. 

6. Homogeneizar os microtubos em vortex por 2-3 s 

7. Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min 

8. Realizar a leitura usando Qubit
TM

 fluorometer (Invitrogen
TM

 Life Technologies, EUA) 

      9. Multiplicar pelo fator de diluição para determinar a concentração correta da amostra 
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ANEXO D 

Lista de Softwares 

 

 Electropherogram quality analysis - Phred e CAP3 

 

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) 

 

 

 BLAST - The Basic Local Alignment Search Tool 

 

 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

 

 

 MEGA 6 - Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0 

 

 (http://www.megasoftware.net/mega.php) 

 

 

 BioEdit software version 7.1.11 

 

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

 

 




