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“Existem muitas hipóteses em ciência que estão 

erradas. Isso é perfeitamente aceitável, elas são a 

abertura para achar as que estão certas.” 

 

Carl Sagan 
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RESUMO 

 

Os picornavírus entéricos suínos (PEVs), Teschovirus A (TV-A), Sapelovirus A (SV-A) e 

Enterovirus G (EV-G) são agentes infecciosos específicos dos suínos que se encontram 

disseminados pelos rebanhos suinícolas em todo o mundo. Na maioria dos casos se 

apresentam de forma assintomática, porém têm sido associados a uma variedade de 

enfermidades, dentre elas doenças entéricas, reprodutivas, respiratórias e neurológicas. Este 

estudo visou avaliar a infecção natural pelos PEVs em rebanhos de três importantes regiões 

geográficas produtoras de suínos do Brasil. Para isso, foram realizados dois estudos, utilizando a 

reação em cadeia da polimerase precedida por transcrição reversa (RT-PCR) e nested-PCR que 

tiveram como alvo a região conservada 5´ não traduzida (5’NTR) do genoma destes vírus. O 

primeiro estudo teve como objetivo avaliar a frequência de infecção natural por TV-A, SV-A 

e EV-G em criações de suínos localizadas nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste do país. 

Foram selecionadas aleatoriamente 40 amostras de fezes com consistência normal (n=17) e 

diarreica (n=23) de leitões lactentes (n=22) e desmamados (n=18). Foi possível demonstrar 

que tanto a infecção pelo TV-A quanto pelo EV-G foi comum entre os leitões lactentes (1 a 3 

semanas de idade), com frequência de 40,9% (9/22) em infecções singulares e mistas. O SV-

A não foi detectado nesta categoria animal. Nos leitões desmamados (4 a 8 semanas de idade) 

foi observada maior frequência destes agentes (77,8%, 14/18) nas amostras fecais, sendo mais 

comum a observação de infecções mistas pelo TV-A e EV-G (4/14). Somente foram 

detectadas infecções singulares por TV-A e EV-G. O SV-A foi identificado em infecção mista 

com os outros agentes em 38,8% (7/18) das amostras avaliadas. Para confirmar a 

especificidade dos fragmentos amplificados neste estudo, duas amostras positivas para cada 

vírus na nested-PCR foram selecionadas para sequenciamento. As cepas de TV-A, SV-A e 

EV-G detectadas no Brasil revelaram alta identidade nas sequências de nucleotídeos com as 

disponíveis em bases públicas de dados. Este estudo concluiu que as regiões geográficas 

brasileiras pesquisadas apresentam ao menos dois dos vírus estudados circulando entre leitões 

lactentes e desmamados. O segundo estudo teve como objetivo avaliar a distribuição da 

infecção pelos PEVs entre javalis do estado do Paraná e avaliar catetos e queixadas como 

portadores para estes três vírus. Foram analisadas 36 amostras de fezes de animais 

assintomáticos. Vinte e dois javalis com idade entre 2 e 7 meses (n=14) e entre 2 e 4 anos 

(n=8) e 14 catetos e queixadas com idade de 6 a 8 meses foram avaliados. Os PEVs foram 

detectados em 54,5% (12/22) das amostras de javalis. O vírus mais frequente foi EV-G (50%, 

11/22), seguido por TV-A (45,5%, 10/22) e SV-A (18,2%, 4/22). De acordo com a idade, 

animais jovens foram mais frequentemente infectados que os adultos. Um produto 

amplificado na nested-PCR de cada um dos vírus foi submetido ao sequenciamento. A 

sequência de nucleotídeos das cepas deste estudo mostrou alta identidade com as sequências 

de PEVs disponíveis em bases públicas de dados, incluindo as relatadas no Brasil no primeiro 

estudo. Catetos e queixadas foram negativos para os três vírus. Neste estudo, foi possível 

comprovar pela primeira vez a circulação de TV-A, SV-A e EV-G em javalis do Brasil e 

demonstrar que catetos e queixadas não foram positivos para estes patógenos exclusivos dos 

suínos.  Desta forma, foi possível demonstrar que a infecção por TV-A, SV-A e EV-G está 

presente nas diferentes regiões geográficas produtoras de suínos do Brasil, tanto em fezes com 

consistência normal quanto em diarreicas, e também em javalis no Brasil. 

 

Palavras-chave: Picornaviridae. Nested RT-PCR. Javalis. Fezes. Diarreia. Infecção natural. 



DONIN, Daiane Güllich.  Molecular epidemiology of Teschovirus A, Sapelovirus A and 
Enterovirus G in domestic pigs and wild boars in Brazil. 2015. 87 p. Thesis (Doctor´s 

Degree in Animal Science) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015. 

 

ABSTRACT 
 

Porcine enteric picornaviruses (PEVs), Teschovirus A (TV-A), Sapelovirus A (SV-A) and 

Enterovirus G (EV-G) are specific infectious agents of swine spread worldwide. In most cases 

are asymptomatic, but also associated with a variety of diseases such as enteric, reproductive, 

respiratory, and neurological disorders. This study aimed to investigate the natural infection 

with PEVs in herds of three important pig-producing geographical regions of Brazil. Two 

studies were performed by using the reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR) assay and nested-PCR targeting the conserved 5’nontranslated region (5’NTR) of the 

genome of the viruses. The first study aimed to evaluate the frequency of natural infection by 

TV-A, SV-A, and EV-G in pig farms located in Southern, Southeast and Midwest regions of 

the country. Forty diarrheic (n=23) and normal (n=17) consistency fecal samples from 

suckling (n=22) and nursery (n=18) pigs were randomly selected. The results revealed that 

TV-A and EV-G infections were common between suckling pigs (1 to 3 weeks old), with 

frequency of 40.9% (9/22) in single or mixed infections. SV-A was not detected in this age 

group. For nursery pigs (4 to 8 weeks old), higher detection rate (77.8%, 14/18) of these 

agents were observed in fecal samples, with mixed infections with TV-A and EV-G more 

commonly observed (4/14). Only single infection with TV-A and EV-G were observed in 

these animals. SV-A was detected only in mixed infection with the other agents in 38.8% 

(7/18) of the samples analyzed. To confirm the specificity of the amplified products in this 

study, two nested-PCR positive samples from each virus were selected for sequencing 

analyses. Strains of TV-A, SV-A and EV-G detected in Brazil showed high nucleotides 

sequences identity with others available in public database. This study concluded that the 

Brazilian regions evaluated showed at least two of the tested viruses in suckling and nursery 

pigs. The second study aimed to investigate the PEVs infection distribution in wild boars of 

Paraná state and to evaluate peccaries as carrier’s species for these three viruses. Fecal 

samples from 36 asymptomatic wild boars were analyzed. Twenty-two wild boars with ages 

ranging from two to seven months old (n=14) and two to four years old (n=8) and 14 

peccaries aged 6 to 8 months old were evaluated. PEVs were detected in 54.5% (12/22) wild 

boar samples. EV-G was the most frequently virus detected (50%, 11/22), followed by TV-A 

(45.5%, 10/22) and SV-A (18.2%, 4/22). Regarding the age groups, young wild boars were 

more frequently infected than adult animals. One nested-PCR amplified product for each of 

the viruses was submitted to sequencing analysis. The nucleotide sequences showed high 

identity with the PEVs sequences described available in public database, including those 

reported in the first study in Brazil. Peccaries were negative for the three viruses. In this 

study, it was possible to demonstrate for the first time TV-A, SV-A and EV-G circulating in 

wild boars in Brazil and demonstrate that peccaries were not positive to these pathogens that 

are exclusive of swine. In conclusion, it was possible to demonstrate that infection with TV-

A, SV-A and EV-G is present in the different pig-producing geographical regions of Brazil, in 

normal and diarrheic consistency fecal samples and also in wild boars in Brazil. 

 

Keywords: Picornaviridae. nested RT-PCR. Wild boars. Faeces. Diarrhea. Natural infection. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A relevância da suinocultura no contexto mundial justifica a crescente 

demanda de conhecimentos relativos à produtividade dos animais, à sanidade e à segurança 

alimentar.  A atividade é responsável pelo desenvolvimento econômico e social de muitos 

estados e países e, acima de tudo, é importante produtora de alimentos para a população em 

um cenário onde se apresenta perspectiva de crescimento contínuo ao longo das próximas 

décadas (NAPOLITANO, 2012).  O Brasil, quarto maior produtor e exportador mundial de 

carne suína (ABPA, 2015), desempenha papel importante como fornecedor de animais 

saudáveis e produtos de origem animal de qualidade e enfrenta desafios como fortalecer o 

mercado interno, aumentar os volumes exportados, diversificar os mercados e eliminar 

barreiras sanitárias.  

Superar desafios requer conhecimento dos agentes infecciosos presentes nos 

rebanhos suinícolas e prevenção de surtos mediante o monitoramento de diversos fatores que 

facilitam a entrada, o estabelecimento e a disseminação dos agentes patogênicos. Neste 

contexto, à medida que controlamos e implementamos medidas profiláticas, outros agentes 

encontram condições de emergir ou reemergir, devido à interação contínua e complexa entre 

agente – suíno – ambiente (REIS, 2005).  

As principais doenças que acometem os suínos nas fases de maternidade, 

creche, crescimento e terminação são as doenças entéricas e respiratórias, que têm grande 

impacto sobre o desempenho dos animais e custos de produção (VANNUCCI e GUEDES, 

2009; BRITO et al., 2014). Já para as matrizes em reprodução, somam-se a estas 

enfermidades as doenças reprodutivas, que colaboram para redução da produtividade (KWIT 

et al., 2015). Os agentes infecciosos têm grande participação tanto nos problemas entéricos e 

respiratórios, quanto nos problemas reprodutivos. Dentre eles, os vírus assumem papel de 

importância, sendo frequente a observação de surtos de origem viral e a infecção por agentes 

virais capazes de infectar os humanos (MA et al., 2015).  

Conhecer os agentes virais que circulam nos rebanhos suinícolas brasileiros e 

as manifestações clínicas desencadeadas por sua presença é fundamental. Dada a capacidade 

de escape à resposta imune do hospedeiro, graças a fenômenos como mutação e/ou 

recombinação genética, estes agentes podem infectar indivíduos não imunes ou novas 

espécies hospedeiras, desencadeando surtos ocasionais (SHAN et al., 2011). Desta maneira, o 

monitoramento dos agentes virais que circulam em rebanhos brasileiros e mundiais é 
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necessário para o estabelecimento do perfil das infecções virais emergentes, o que permite o 

planejamento estratégico de medidas de controle e prevenção de doenças. 

Algumas espécies virais da família Picornaviridae que acometem 

especificamente suínos, denominados picornavírus entéricos suínos (PEVs), foram 

identificados em diversos países do mundo (OIE, 2008; LAN et al., 2011) e podem estar 

envolvidos em desordens entéricas, respiratórias, reprodutivas e neurológicas (CANO-

GÓMEZ et al., 2013; YAMADA et al., 2014). Adicionalmente, quadros de pericardite, 

miocardite e lesões atípicas na pele também foram associados a estes agentes virais 

(ALEXANDERSEN et al., 2012; CHIU et al., 2012; YAMADA et al., 2014). A relevância 

dos PEVs para a suinocultura foi demonstrada em diversos países mediante a ocorrência de 

casos clínicos isolados ou na forma de surtos (YAMADA et al., 2004; SALLES et al., 2011; 

CHEN et al., 2012; CHIU et al., 2012; HANDKE et al., 2012; LIN et al., 2012; SCHOCK et 

al., 2014).  

No Brasil, são escassos os estudos relativos aos PEVs em rebanhos 

suinícolas. O sistema intensivo de criação de suínos no país e a sua tecnificação permitem 

grande densidade animal, o que faz com que seja comum a infecção simultânea dos animais 

por dois ou mais patógenos (YUE et al., 2009; XU et al., 2012), além de aumentar o risco de 

transmissão de agentes infecciosos entre os animais (SHAN et al., 2011). Desta forma, o 

conhecimento sobre a circulação de PEVs, bem como o seu monitoramento, em rebanhos 

suínos brasileiros é de grande relevância.  
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO 

 

2.1 CLASSIFICAÇÃO E CARACTERÍSTICAS ESTRUTURAIS E MOLECULARES DOS 

PICORNAVÍRUS ENTÉRICOS SUÍNOS  

 

Os PEVs pertencem à família Picornaviridae, uma das seis famílias da 

ordem Picornavirales. Inicialmente, os PEVs eram classificados em um único gênero, 

denominado Enterovirus (HYYPIÄ et al., 1997), constituído pelos sorotipos 1 a 13. Com base 

na vírus neutralização e utilizando a característica biológica do efeito citopático (cytopathic 

effect – CPE) viral em cultivo celular, os PEVs foram divididos em três grupos: grupo I, 

compreendendo os sorotipos 1-7 e 11-13; grupo II, o sorotipo 8; e grupo III, agrupando os 

sorotipos 9 e 10 (KAKU et al., 1999).  

Análises moleculares das sequências genômicas dos enterovírus suínos 

possibilitaram reclassificá-los como espécies pertencentes a três gêneros virais distintos, 

denominados Teschovirus, Sapelovirus e Enterovirus (KRUMBHOLZ et al., 2002; ICTV, 

2015). Assim, os PEVs pertencentes ao grupo I foram reclassificados no gênero Teschovirus, 

espécie Teschovirus A (TV-A). Aqueles pertencentes ao grupo II foram classificados como 

Enterovirus suíno A, e posteriormente renomeados como Sapelovirus A (SV-A) dentro do 

gênero Sapelovirus. Os Enterovirus 9 e 10, ou grupo III, foram classificados como a espécie 

Enterovirus suíno B e, posteriormente, renomeados como Enterovirus G (EV-G) no gênero 

Enterovirus (ZELL et al., 2001; KRUMBHOLZ et al., 2002; ICTV, 2015).  

Atualmente a família Picornaviridae contempla 29 gêneros (ICTV, 2015), 

oito dos quais contêm espécies que infectam os suínos: Aphthovirus (Foot-and-mouth disease 

virus), Enterovirus (Swine vesicular disease virus e Enterovirus G), Cardiovirus 

(Encephalomyocarditis virus), Teschovirus (Teschovirus A), Sapelovirus (Sapelovirus A), 

Senecavirus (Senecavirus A), Kobuvirus (Aichivirus C) e Pasivirus (Pasivirus A) 

(ALEXANDERSEN et al., 2012) (Figura 1). 
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Figura 1. Árvore filogenética da família Picornaviridae, baseada na comparação da região P1 

do genoma das espécies virais. Representação de 13 dos 29 gêneros que fazem parte desta 

família atualmente. Os gêneros de importância para os suínos estão destacados com setas, não 

constando na representação o gênero Pasivirus (SAUVAGE et al., 2012). 

Fonte: MACLACHLAN and DUBOVI (2011). 
  

 

Os picornavírus são pequenos, icosaédricos, não envelopados e com genoma 

de 6.2 – 8.5 kilobases (kb) de nucleotídeos   (LEWIS-ROGERS e CRANDALL, 2010). Os 

vírus dessa família possuem de 25 a 30 nm de diâmetro e genoma constituído por RNA fita 

simples (RNAfs) de polaridade positiva (NASRI et al., 2007) (Figura 2).  
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Figura 2. (A) Principais características dos vírus pertencentes à família Picornaviridae. (B) 

Representação esquemática e microscópica de uma partícula viral com formato icosaédrico 

com as três proteínas estruturais encontradas na superfície, VP1, VP2 e VP3. (C) 

Manifestações clínicas mais relevantes e (D) gêneros de importância para os suínos.   
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Estes vírus compartilham organização comum do genoma, que se encontra 

dividido em três regiões: região 5’ não traduzida (Nontranslated Region – 5’ NTR), a 

sequência aberta de leitura (Open Reading Frame – ORF) da poliproteína, e a região 3’ NTR,  

que possui cauda Poli(A) (LEWIS-ROGERS e CRANDALL, 2010).  

A região 5’ NTR codifica proteínas que atuam no processo de replicação 

viral. A poliproteína divide-se em três regiões maiores, denominadas P1, P2 e P3. A região P1 

codifica as proteínas estruturais do capsídeo, denominadas VP1, VP2, VP3 e VP4, enquanto 

as regiões P2 e P3 codificam proteínas envolvidas no processamento das demais proteínas e 
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na replicação viral. A região 3’ NTR dos picornavírus é relativamente curta e possui 

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

O capsídeo dos picornavírus é formado por 60 unidades proteicas idênticas, 

cada uma contendo cópia de uma das quatro VPs, arranjadas em formato icosaédrico (LIU et 

al., 2014), sendo variável o comprimento e a função das proteínas codificadas pelos diferentes 

gêneros. As VP1, VP2 e VP3 não têm homologia nas sequências; no entanto, as três proteínas 

têm a mesma topologia, estando localizadas na superfície do vírion. A VP4 difere 

significativamente das outras três proteínas estruturais e fica localizada na porção interna do 

capsídeo. Essa proteína delimita a estrutura interna do capsídeo e confere rigidez à estrutura 

do vírion (UPADHYAYA et al., 2014). 

Os vírus da família Picornaviridae têm ancestral comum e, sob este aspecto, 

a análise filogenética das sequências genômicas é a ferramenta mais útil para a sua 

classificação, uma vez que permite verificar o grau de identidade entre os vírus pertencentes a 

este grupo (LA ROSA et al., 2006).  

Altas taxas de mutação, 10
-3

 a 10
-5 

por nucleotídeo, podem ocorrer nos 

picornavírus por ocasião da replicação, o que permite a origem de distintas variantes genéticas 

dos vírus desta família (DOMINGO e HOLLAND, 1994; VAN DUNG et al., 2014). 

 

2.2 POTENCIAL PATOGÊNICO DOS PICORNAVÍRUS ENTÉRICOS SUÍNOS 

 

Os enterovírus suínos foram inicialmente relacionados como agentes 

etiológicos de uma síndrome reprodutiva nesta espécie. A síndrome, conhecida pela sigla 

SMEDI, se manifesta em matrizes gestantes, e determina o nascimento de leitões natimortos 

(Stillbirth), a ocorrência de mumificação fetal (Mummified fetuses), morte embrionária 

(Embrionic Death) e/ou infertilidade (Infertility) (ALEXANDERSEN et al., 2012; CHIU et 

al., 2012; ROEHE e BRITO, 2012). Além de desordens reprodutivas, os PEVs também foram 

associados a desordens neurológicas, entéricas, respiratórias e a lesões de pele nos suínos 

(KRUMBHOLZ et al., 2003).  

Estudos têm demonstrado que infecções assintomáticas e/ou subclínicas por 

diferentes sorotipos de PEVs tornaram-se endêmicas nos rebanhos suínos de diversos países 

do mundo como EUA, China, República Tcheca e Brasil (BANGARI et al., 2010; CHIU et 

al., 2012; PRODELALOVA, 2012; QIU et al., 2013; DONIN et al., 2014). 

No entanto, a infecção do trato gastrointestinal dos suínos por cepas virais 

aparentemente não patogênicas de alguns sorotipos de PEVs podem ser responsáveis por 
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interferência nos parâmetros produtivos e perdas econômicas, especialmente em coinfecções 

com doenças imunossupressoras como, por exemplo, a circovirose suína, podendo resultar em 

infecção do sistema nervoso central (SNC) e desencadear o aparecimento de sinais clínicos 

nos animais acometidos (TAKAHASHI et al., 2008; SALLES et al., 2011). 

 Infecções com cepas virulentas de TV-A, SV-A e EV-G seguidas por 

viremia também podem determinar o desenvolvimento de infecções do SNC (Figura 3) 

(TAKAHASHI et al., 2008; YANG et al., 2013; SCHOCK et al., 2014; YAMADA et al., 

2014). Sinais clínicos como ataxia, tremores musculares, incoordenação, paralisia dos 

membros locomotores e decúbito, relacionados à doença neurológica são comumente 

observados na suinocultura, porém em inúmeros casos permanecem com a causa 

indeterminada (BUKOVSKY et al., 2007). 
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Figura 3. Ilustração esquemática da patogênese dos PEVs. Os vírus penetram pelo trato 

gastrointestinal e replicam-se localmente nos sítios iniciais de implantação viral (tonsilas e 

placas de Peyer) ou nos linfonodos que drenam estes tecidos. Disseminam-se pela corrente 

sanguínea para outros tecidos suscetíveis, principalmente linfonodos, músculos e sistema 

nervoso central (SNC), por meio dos nervos periféricos ou craniais. Se ocorrer alta taxa de 

replicação viral no SNC, neurônios motores são destruídos e ocorre paralisia. Os PEVs podem 

ser identificados principalmente nas tonsilas e nas fezes, que colaboram para a disseminação 

dos mesmos no ambiente. 

Fonte: Adaptado de RACANIELLO (2007) e YAMADA et al. (2014). 
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O único hospedeiro natural conhecido para os PEVs é o suíno e uma das 

razões para a sua ampla distribuição nos rebanhos é a eficiente transmissão entre os animais 

suscetíveis e infectados, principalmente pela via fecal-oral (JIMENEZ-CLAVERO et al., 

2003). No epitélio do trato gastrointestinal os PEVs sofrem replicação, principalmente no 

intestino grosso e no íleo, onde a infecção ocorre com maior frequência do que na porção 

superior do intestino delgado, sendo provável a replicação no tecido reticuloendotelial da 

lâmina própria do intestino (RACANIELLO, 2006).  

Os PEVs são excretados em grandes quantidades nas fezes. Por não conter 

envelope lipídico mantêm a capacidade infectante mesmo quando expostos a solventes 

orgânicos ou a pH no intervalo entre 3 e 9 (RACANIELLO, 2007). Esta propriedade permite 

que estes vírus sejam resistentes ao pH baixo do estômago e às enzimas proteolíticas do trato 

digestivo, possibilita que persistam infectantes por longos períodos no ambiente em condições 

favoráveis e facilita a transmissão horizontal, principal forma de transmissão dos PEVs 

(BUITRAGO et al., 2010). Dada a capacidade de permanecer viável no ambiente, por mais de 

168 dias em temperaturas de 15ºC, a transmissão indireta por fômites também é possível 

(ROEHE e BRITO, 2012).  

A transmissão vertical é provável, uma vez que podem infectar o trato 

reprodutivo de machos e fêmeas (HUANG et al., 1980; PENSAERT et al., 2004; VAN 

DUNG et al., 2014). Nas fêmeas infectadas os PEVs fazem viremia e são capazes de 

atravessar a barreira transplacentária, disseminando-se a partir da circulação materna para os 

tecidos fetais (PENSAERT et al., 2004), podendo ocasionar a síndrome SMEDI (HANDKE et 

al., 2012; LIN et al., 2012). 

A infecção é frequentemente adquirida por leitões em idade de desmame, 

quando os títulos de anticorpos maternos diminuem e leitões de diferentes leitegadas são 

agrupados, e persiste por, ao menos, algumas semanas. No entanto, leitões de qualquer idade 

são amplamente suscetíveis à infecção com um vírus pertencente a um sorotipo ao qual não 

haviam sido previamente expostos (CHEN et al., 2012; SCHOCK et al., 2014). 
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2.2.1 Teschovirus A 

 

O TV-A inicialmente causou epidemias devastadoras na Europa na primeira 

metade do século XX. Uma cepa virulenta do sorotipo 1 do TV-A (TV-A1) foi associada à 

encefalomielite não supurativa altamente fatal em suínos, conhecida como Doença de 

Teschen, na Tchecoslováquia, atual República Tcheca, responsável por consideráveis perdas 

econômicas para a suinocultura europeia entre os anos de 1930 e 1950 (LA ROSA et al., 

2006; YAMADA et al., 2007). 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). Após este surto, outra cepa de TV-A1 com menor virulência 

e responsável por índices baixos de mortalidade, denominada Talfan, passou a ser identificada 

com maior frequência, causando polioencefalomielite de menor gravidade (LA ROSA et al., 

2006; YAMADA et al., 2007).  

O período de incubação do TV-A é de quatro a 28 dias e os sinais clínicos 

iniciais incluem febre (40-41ºC) com duração de três a cinco dias, anorexia e depressão, 

seguidos por tremores e incoordenação, usualmente originados nos membros posteriores. Os 

membros tornam-se rígidos e, em seguida, pode ocorrer prostração, paralisia flácida (Figura 4 

A/B), convulsões, coma e morte (YAMADA et al., 2009). Em situações da doença onde os 

sinais clínicos são brandos, os sinais se limitam à ataxia, com paralisia dos membros 

posteriores, dos quais os suínos frequentemente se recuperam completamente após 18-21 dias 

(YAMADA et al., 2014). Porém, em surtos ocasionados por cepas de maior virulência, a 

mortalidade pode atingir 75% (OIE, 2008). 
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Figura 4. Leitões na fase de creche positivos para TV-A apresentando prostração em função 

da paralisia dos membros posteriores. (A) animal manifestando interesse pelo alimento. (B) 

animal prostrado e sem condições de deslocar-se até o local de distribuição de alimento. 

Fonte: Cedido por Paulo Arruda, Iowa State University 

 

A imunidade passiva é um importante mecanismo de defesa contra a 

infecção pelo TV-A em leitões lactentes e a redução nos níveis de anticorpos maternais pode 

resultar na infecção de leitões desmamados por este vírus, agravada pelo agrupamento de 

leitões de diferentes matrizes (ALEXANDERSEN et al., 2012). Associado ao estresse do 

desmame, leitões afetados pela síndrome multissistêmica do definhamento dos suínos no 

período pós-desmame (PMWS) têm alteração na população de células de defesa do sistema 

imune (DARWICH et al., 2002) e tornam-se também suscetíveis à infecção pelo TV-A no 

SNC (TAKAHASHI et al., 2008). 

Atualmente, 13 genotipos de TV-A já foram descritos, sendo alguns 

associados com uma variedade de condições clínicas, incluindo polioencefalomielite, 

desordens reprodutivas nas fêmeas, doenças entéricas e pneumonia (CANO-GÓMEZ et al., 

2011b; BOROS et al., 2012b). Epidemias de doenças ocasionadas pelo TV-A1 ocorreram em 

Taiwan, em 2000 e em 2004, quando os animais exibiram ataxia, paralisia dos membros 

posteriores e diarreia, semelhantes aos que ocorreram na doença de Talfan, na Europa em 

1957 (CHIU et al., 2012). Diferentes genotipos deste vírus encontram-se de forma endêmica 

em muitos países (BUITRAGO et al., 2010; CANO-GÓMEZ et al., 2013; QIU et al., 2013; 

CHIU et al., 2014; SUN et al., 2015). 

Na China, o TV-A foi associado a surtos com diferentes manifestações 

clínicas nos suínos (CHIU et al., 2012). O primeiro relato foi em animais com idade entre 50-

70 dias que apresentavam dificuldade respiratória e diarreia aguda. Nestes animais, o TV-A 

A B 
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foi detectado por transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) 

em 90% (9/10) das amostras de fezes e órgãos coletadas. O genotipo relacionado a este surto 

foi o TV-A8 e, após isolamento e inoculação oral em marrãs com a mesma idade dos animais 

inicialmente acometidos, as fêmeas manifestaram pneumonia, diarreia, dificuldade 

respiratória, hipertrofia de linfonodos e morte (ZHANG et al., 2010).  

Em leitões desmamados entre quatro e oito semanas de idade apresentando 

baixo desempenho, atraso no crescimento, distúrbios respiratórios e gastrointestinais, a taxa 

de detecção de TV-A pela técnica da nested-PCR nos diferentes tecidos corporais foi de 

96,7% (29/30) (CHIU et al., 2012). Os tecidos intestinais apresentaram a maior taxa de 

detecção (61%), seguidos dos órgãos linfoides (59%), órgãos viscerais (37%) e SNC (32%). 

Dentre estes órgãos, os locais de maior detecção do vírus foram cólon, linfonodos 

mesentéricos, fígado, baço e porção cranial do cérebro. Com base na sequência do gene que 

codifica a proteína VP1 diferentes genotipos foram identificados, dentre eles TV-A1, 4, 6, 7 e 

11. Adicionalmente, foi verificada a presença de mais de um genotipo de TV-A no mesmo 

tecido de alguns animais (CHIU et al., 2012).  

Em outro surto na China, fêmeas manifestaram sinais da síndrome SMEDI, 

com aborto em 80 marrãs e leitões natimortos ou mortos logo após o nascimento. O TV-A foi 

identificado em 54 (78%) de 69 pools de órgãos dos animais avaliados. A genotipagem de 

amostras provenientes deste surto também revelou que o TV-A8 foi o genotipo envolvido no 

quadro clínico (LIN et al., 2012). 

Taxa de detecção de 85,7% (276/322) de TV-A foi observada a partir de 

amostras fecais de suínos assintomáticos de quatro a oito semanas de idade na cidade de 

Shangai, China. Neste estudo, verificou-se a ampla distribuição de diferentes cepas de TV-A, 

incluindo os genotipos 1, 2, 4, 8 e 10, além da detecção de um possível novo genotipo do 

vírus (SUN et al., 2015). 

A coinfecção entre TV-A e outros agentes virais também é frequente. Em 

um estudo realizado na China, amostras de soro coletadas de suínos manifestando febre alta 

(39-41ºC) foram investigadas para diferentes agentes virais, incluindo o Vírus da síndrome 

reprodutiva e respiratória dos suínos (PRRSV), Virus da peste suína clássica (CSFV) e TV-

A pela técnica de multiplex-PCR. O TV-A foi detectado em 50,9% (58/114) dos animais em 

infecção singular, seguido pelo PRRSV (36,8%) e CSFV (21,1%). A coinfecção também foi 

observada entre estes três agentes virais, sendo PRRSV + TV-A a mais frequente (34,2%) 

(QIU et al., 2013).  
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Em outro estudo realizado nesse mesmo país utilizando a técnica de 

multiplex-PCR para a investigação de Circovirus suíno-2 (PCV2), TV-A e Virus da 

gastroenterite transmissível (TGEV) em 127 amostras de tecidos de suínos demonstrando 

febre alta (39-41ºC), o TV-A em infecção singular foi detectado em 60 (46,9%) amostras.  A 

coinfecção com TV-A e os outros dois vírus pesquisados foi observada em 34 (26,8%) 

amostras (WANG et al., 2013).  

No Japão, o TV-A foi identificado como agente etiológico de encefalite em 

leitões de 40 dias de idade que manifestavam paralisia flácida dos membros posteriores e 

decúbito esternal. As lesões histopatológicas observadas foram encefalomielite não supurativa 

no SNC, caracterizada por manguito perivascular de células mononucleares, gliose focal, 

necrose neuronal e neuronofagia. O isolamento viral a partir de amostras de tronco encefálico 

e cerebelo, seguido de RT-PCR e sequenciamento, revelou identidade de 91,2 a 95,6% entre 

as sequências genômicas obtidas e o TV-A (YAMADA et al., 2004; YAMADA et al., 2014). 

Um estudo sobre a patogenicidade do TV-A foi conduzido no Japão, em 

leitões gnotobióticos de três dias de idade submetidos à inoculação oral, intranasal ou 

intravenosa por TV-A1 (YAMADA et al., 2014). Todos os animais desenvolveram 

encefalomielite, porém aqueles submetidos à inoculação oral e intranasal manifestaram lesões 

histopatológicas moderadas quando comparadas às lesões induzidas nos leitões inoculados 

por via intravenosa. A medula espinhal foi o local que apresentou lesões mais severas ao 

exame histopatológico. Os sinais clínicos mais comumente observados nos animais foram 

depressão, ataxia locomotora e paralisia flácida de um ou ambos os membros anteriores e 

posteriores.  Alguns animais também manifestaram diarreia discreta a moderada, de coloração 

amarelada, tendo sido observado edema no intestino grosso ao exame. Os animais inoculados 

por via oral ou intranasal demonstraram total recuperação dos sinais clínicos em torno de 18-

21 dias pós-infecção, provavelmente devido ao aumento no título de anticorpos. Os animais 

inoculados por via intravenosa apresentaram lesões mais graves aos 20 dias pós-infecção, 

apesar do aumento nos títulos de anticorpos, possivelmente devido ao lento desenvolvimento 

dos mecanismos de defesa dos leitões para prevenir as lesões no SNC causadas por TV-A1 

por ocasião da grave viremia. A análise do resultado da RT-PCR demonstrou a presença de 

TV-A no SNC, tonsilas e intestino grosso dos animais inoculados (YAMADA et al., 2014). 

No Japão, após a detecção de TV-A em células do SNC e de PCV2 em 

histiócitos, linfonodos e alvéolos pulmonares de um leitão com sinais de PMWS, tetraparesia, 

depressão e dispneia, o TV-A foi associado ao quadro de encefalomielite, o que foi atribuído à 
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queda nos níveis de anticorpos e imunossupressão resultante da alteração na população de 

células de defesa do sistema imune (TAKAHASHI et al., 2008).  

Na Europa, ao pesquisar vírus potencialmente patogênicos em leitões 

apresentando sinais clínicos de PMWS, a prevalência do TV-A foi de 50% (7/14) em animais 

com idade entre sete e 10 semanas. Em todos os casos foi verificada coinfecção com o PCV2, 

e, em alguns deles, coinfecção com importantes agentes virais como PRRSV e Torque teno 

sus virus, porém em menor proporção de ocorrência do que o PCV2. O sequenciamento do 

TV-A envolvido neste caso clínico revelou identidade com o TV-A7 (VLASAKOVA et al., 

2014).  

Em um estudo realizado na Suíça foram investigados diferentes possíveis 

agentes etiológicos em fêmeas com desordens reprodutivas que apresentavam um ou mais 

sinais clínicos associados à síndrome SMEDI. Neste estudo o TV-A e o EV-G foram 

identificados em 11% (32/286) dos animais. Esta foi a primeira identificação destes vírus em 

tecido fetal de suínos naquele país (HANDKE et al., 2012). 

Na Espanha, mediante a implantação de um programa específico de 

vigilância para as doenças dos suínos realizado em animais assintomáticos, o TV-A foi o vírus 

entérico mais abundante na população estudada. O isolamento viral por inoculação de 

homogeneizados fecais em cultivo de células renais suínas (linhagem PK-15), seguido de 

métodos padrões de diagnóstico para definição dos vírus relacionados ao efeito citopático, foi 

observada a prevalência de 47% (97/206) de TV-A nas amostras fecais colhidas destes 

animais. Baseando-se nos resultados do estudo, os animais foram considerados portadores do 

vírus e a ausência de sinais clínicos foi associada à falta de patogenicidade intrínseca dos 

genotipos virais que circulavam nas populações avaliadas ou devido à imunidade adquirida 

pelos animais (BUITRAGO et al., 2010).  

Ainda na Espanha, grande diversidade de TV-A foi observada circulando 

entre os suínos domésticos, não tendo sido observado um padrão de distribuição geográfica 

entre os genotipos identificados. Entretanto, foi relatada a circulação de diferentes genotipos 

numa mesma área (CANO-GÓMEZ et al., 2011b).  Neste estudo, baseado na sequência 

completa da região VP1 do genoma viral, o TV-A12 foi descrito pela primeira vez naquele 

país. 

Na Hungria, também com base no sequenciamento da região genômica que 

codifica a proteína VP1, foi possível a primeira identificação do TV-A13 em javalis. A 

ocorrência de uma cepa geneticamente distante dos vírus identificados nos animais 

domésticos foi apontada como fator de risco para as criações de suínos, podendo contribuir 
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para a infecção de leitões de diferentes idades suscetíveis a um genotipo ao qual não foram 

previamente expostos (BOROS et al., 2012b). 

No continente americano, o TV-A foi relatado em poucos países. No 

Canadá, encefalomielite causada pela infecção por TV-A1 foi descrita em suínos com idade 

entre quatro e sete semanas apresentando sinais de ataxia e paralisia nos membros posteriores 

(SALLES et al., 2011).  

Nos EUA, o TV-A foi detectado inicialmente em amostras de fezes 

diarreicas (PALMQUIST et al., 2002). Em 2003, o vírus foi identificado em um rebanho do 

estado de Indiana que apresentava taxa de mortalidade de 4,5% em leitões desmamados 

manifestando sinais neurológicos, com membros enrijecidos, decúbito lateral, tremores e 

paralisia. O TV-A1 foi detectado em amostras de cérebro e medula espinhal desses animais. 

Nesse mesmo estudo, a avaliação sorológica longitudinal de matrizes e leitões verificou alto 

título de anticorpos maternos, 64 a 128, nos leitões aos 6-7 dias de idade, declinando aos 22 

dias de idade para 4 a 8, levando à conclusão de que a presença dos sinais clínicos e 

mortalidade dos leitões eram coincidentes com o declínio na quantidade de anticorpos contra 

TV-A (POGRANICHNIY et al., 2003). Posteriormente, a análise genética dos genotipos de 

TV-A1 circulantes em Indiana foi realizada, comprovando baixa heterogeneidade genética 

dos vírus pesquisados neste surto com as sequências de referência depositadas em bases 

públicas de dados, indicando presença endêmica de TV-A em rebanhos suínos naquele estado  

(BANGARI et al., 2010).  

Ainda nos EUA, o TV-A foi identificado em amostras fezes diarreicas e de 

consistência normal de suínos, com frequência de ocorrência de 36% (13/36), sem diferença 

significativa nas taxas de detecção de acordo com a consistência fecal (SHAN et al., 2011). 

Na República Dominicana, um grave surto de encefalomielite foi registrado 

em suínos. Entre as 54 amostras de soro avaliadas de animais com sinais clínicos como 

incoordenação, opistótono e paralisia dos membros posteriores, 20 foram positivas para o TV-

A (37%). Além das avaliações sorológicas, amostras de cérebro e medula espinhal foram 

coletadas de sete animais, e seis delas foram positivas para TV-A. A análise filogenética da 

P1 do TV-A identificado neste surto revelou se tratar de TV-A1. Este foi o primeiro surto 

relatado naquele país relacionado a cepa de TV-A virulenta, e a suspeita era que estivesse 

relacionado à presença de outros agentes infecciosos na população suína como CSFV, PCV2 

e PRRSV, que com seu efeito imunossupressor facilitaram a manifestação do TV-A 

(VENTURA et al., 2013).  
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No Brasil, escassos estudos relativos a presença de TV-A nos rebanhos 

suinícolas foram conduzidos. Em um estudo longitudinal realizado no estado do Paraná a 

partir de amostras de fezes de leitões lactentes (1-3 semanas de idade) e desmamados (4-8 

semanas de idade) verificou-se a ausência de excreção de TV-A nos animais na maternidade. 

Nos animais na fase de creche, o TV-A foi detectado em 70,5% (12/17) dos animais, todos 

apresentando infecções mistas com o EV-G (SILVA, 2015). 
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2.2.2 Sapelovirus A 

 

O SV-A passou a ser identificado com maior frequência nos rebanhos 

suínos domésticos e em javalis após a padronização da nested-PCR que permitiu identificar e 

classificar os PEVs (KRUMBHOLZ et al., 2003; LA ROSA et al., 2006). 

Durante um programa de mapeamento da doença vesicular dos suínos em 

diferentes regiões geográficas da Itália, o SV-A foi identificado em 42,4% (14/33) das 

amostras de fezes de suínos assintomáticos (LA ROSA et al., 2006), tendo sido o segundo 

PEV mais frequente nestes animais. Ainda neste país, o SV-A foi identificado em amostras 

fecais coletadas de animais saudáveis, porém sempre em coinfecção com TV-A e/ou EV-G na 

frequência de 25,4% (14/55) (SOZZI et al., 2010). Já na Espanha, durante pesquisa de 

adenovírus e picornavírus em fezes de suínos assintomáticos, a detecção do SV-A foi de 

apenas 9% (18/206) (BUITRAGO et al., 2010).  

O SV-A foi o segundo membro da família Picornaviridae mais encontrado 

(53%, 19/36) em fezes diarreicas e normais de suínos nos EUA. Infecções mistas com 

diversos outros vírus, dentre eles, o EV-G (80%) e TV-A em (36%) também foram detectadas 

(SHAN et al., 2011). 

Na China, o SV-A foi isolado em leitões com 50-60 dias de idade 

apresentando dificuldade respiratória, diarreia aguda, ataxia, paralisia nos membros 

locomotores e morte (LAN et al., 2011). Vários patógenos que comumente são associados a 

estes quadros clínicos foram investigados, incluindo o TV-A, SV-A, EV-G, rotavírus suíno 

grupos A e C, PCV2, PRRSV, PEDV, Herpesvirus suíno 1, calicivírus, astrovírus, parvovírus, 

Vírus da peste suína clássica e TGEV, e as bactérias Escherichia coli, Salmonella spp, 

Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens tipo C, Leptospira spp, Streptococcus sp, 

Listeria sp, Brucella spp e Mycoplasma sp. De todos os patógenos pesquisados nos 17 leitões, 

o SV-A foi detectado em todos os animais; apenas um dos animais avaliados foi positivo para 

o PCV2. Após a avaliação do CPE em células renais suínas (PK-15); observação das 

características morfológicas do vírus mediante microscopia eletrônica; realização de RT-PCR 

utilizando primers específicos para SV-A; sequenciamento; determinação da sequência 

genômica completa da cepa e inoculação da cepa isolada em leitões da mesma idade daqueles 

naturalmente acometidos, concluiu-se que o SV-A foi o agente viral causal do quadro clínico 

descrito (LAN et al., 2011). Os sinais clínicos, bem como as lesões observadas à necropsia, 

foram semelhantes aos observados em infecção experimental por TV-A (YAMADA et al., 

2009). 
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Também na China, o SV-A foi detectado e teve sua sequência genômica 

completa estabelecida em amostras fecais diarreicas de leitões lactentes, sugerindo o possível 

envolvimento do vírus em quadros de diarreia aguda. Nestes animais, outros patógenos 

entéricos como PEDV, rotavírus suíno grupos A e C, TGEV, Aichivirus C e PCV2 foram 

detectados em diferentes frequências (CHEN et al., 2012).  

Em outro estudo realizado na China, foram avaliadas por meio da técnica de 

PCR quantitativa 73 amostras de fezes de suínos, das quais 66 eram diarreicas. O SV-A foi 

detectado em 63% (46/73) dos animais que apresentavam diarreia, não sendo detectado nos 

animais assintomáticos (CHEN et al., 2014). 

Em amostras de fezes diarreicas de suínos da Coreia do Sul foi observada 

prevalência de 34% de SV-A concomitantemente à infecção com outros agentes entéricos 

(vírus e bactérias), incluindo TV-A e EV-G. A análise do gene que codifica a proteína VP1 

revelou grande diversidade genética entre as cepas de SV-A circulantes naquele país (SON et 

al., 2014). Esse estudo indicou infecção endêmica por SV-A em suínos com diarreia e revelou 

que a coinfecção por outros patógenos, em especial o EV-G, é comum nestas situações. A 

partir dos resultados obtidos, os autores sugeriram que o SV-A pode desempenhar um 

importante papel como agente etiológico de diarreia  (SON et al., 2014). 

No Reino Unido, o SV-A foi relatado como agente etiológico de 

polioencefalomielite em leitões de 21-28 dias em um surto de doença neurológica em que os 

animais apresentavam sinais de ataxia e paraparesia  (SCHOCK et al., 2014). 

Em um estudo realizado na Espanha, foram coletadas amostras fecais de 

javalis assintomáticos das quais 6,4% (4/63) foram positivas na RT-PCR para SV-A em 

coinfecção com TV-A (CANO-GÓMEZ et al., 2013). O agente mais frequentemente 

encontrado nas amostras avaliadas foi o TV-A (50,8%, 32/63). Estes resultados são 

semelhantes aos resultados de um estudo de prevalência em suínos domésticos realizado 

também na Espanha, em que se verificou SV-A e TV-A em 9% e 47% das 206 amostras 

fecais avaliadas, respectivamente (BUITRAGO et al., 2010). 

Em amostras fecais coletadas de javalis no Japão, 12,5% (6/48) foram 

positivas para SV-A (ABE et al., 2011) em infecção singular. Na República Tcheca, o SV-A 

foi identificado em fezes de javalis assintomáticos em coinfecção com TV-A e/ou EV-G em 

27% das amostras avaliadas (19/72) (PRODELALOVA, 2012). 
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2.2.3 Enterovirus G 

 

Estudos realizados na Itália revelaram que o EV-G é endêmico naquele país, 

entretanto as taxas de detecção podem variar. Em fezes coletadas de suínos assintomáticos o 

EV-G foi detectado por RT-PCR em 45,5% (15/33) das amostras (LA ROSA et al., 2006), 

enquanto em outro estudo, igualmente baseado na coleta de amostras fecais de animais 

assintomáticos, o EV-G foi detectado por RT-PCR em 12,73% (7/55) das amostras avaliadas 

(SOZZI et al., 2010).  

Na Hungria, a presença do EV-G foi investigada em amostras de sangue e 

fezes de suínos com 10 dias de idade e suínos com um a três meses de idade por meio da 

técnica de RT-PCR. As amostras de sangue apresentaram resultados negativos para o vírus, 

indicando ausência de viremia naqueles animais no momento da coleta das amostras. Já nas 

15 amostras de fezes de leitões com 10 dias de idade avaliadas, em seis (40%) foi possível 

identificar o RNA viral do EV-G. Nenhuma das amostras de fezes dos animais entre um e três 

meses de idade foram positivas para o vírus. Baseando-se nesses resultados, os autores 

sugeriram que o EV-G pode apresentar um ciclo de infecção relativamente curto (BOROS et 

al., 2011).  

Contrariamente, na República Tcheca, o EV-G foi detectado com frequência 

de 92% (23/25) em animais desmamados (4 a 12 semanas) e de 20% (8/40) em suínos adultos 

(6 meses) (PRODELALOVA, 2012). Neste estudo, foi observada prevalência de 50,2% 

(104/207) de EV-G em suínos domésticos e 69,4% (50/72) em javalis, tendo sido o agente 

viral mais frequentemente detectado em ambos os grupos.  

Em um estudo conduzido na Hungria a partir de amostras fecais de javalis 

assintomáticos, o EV-G foi detectado em duas de cinco amostras nos animais com seis 

semanas de idade e em três de cinco amostras nos animais com oito semanas de idade. A 

análise filogenética do genoma completo do vírus detectado permitiu a sua classificação como 

um novo genotipo, denominado EV-G15. Os resultados alertam para a possibilidade de javalis 

selvagens atuarem como reservatório do vírus (BOROS et al., 2012a).  

Na Coreia, o EV-G foi isolado em uma granja comercial de leitões lactentes 

assintomáticos (MOON et al., 2012). A determinação da sequência genômica completa do 

vírus demonstrou alta identidade (77,9%) com a amostra UKG/410/73 detectada na Hungria 

(KRUMBHOLZ et al., 2002). 

Na China, a sequência genômica completa de um enterovírus detectado a 

partir de uma amostra fecal suína apresentou 82,4% de identidade com as cepas de EV-G9 e 
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77,5% de identidade com EV-G10 (ZHANG et al., 2012). Os autores sugeriram que a 

recombinação existe entre os diferentes PEV e demonstraram a existência de diferentes cepas 

circulantes nos rebanhos de suínos daquele país. 

Na China, foi verificada a prevalência de 8,3% (37/447) de EV-G9 em 

propriedades de criação de suínos a partir de amostras fecais obtidas de animais 

assintomáticos de diferentes faixas etárias (YANG et al., 2013). Animais com 10 a 15 

semanas de idade apresentaram maior frequência de detecção (10,1%, 12/119), enquanto 

animais acima de 20 semanas de idade apresentaram baixa frequência (4,9%, 5/103). 

Mediante a inoculação experimental em suínos de duas semanas de idade e livres de 

patógenos específicos, o grupo de pesquisa demonstrou que a cepa de EV-G isolada era 

virulenta e capaz de causar febre e paralisia flácida dos membros posteriores, que foi 

reproduzida em dois dos 12 animais inoculados. Adicionalmente, foi possível demonstrar a 

ocorrência de recombinações genéticas entre as cepas de EV-G circulantes em um mesmo 

rebanho (YANG et al., 2013).  

No Vietnã, a investigação da presença de EV-G em amostras de fezes 

normais e diarreicas de leitões recém-desmamados e com mais de um ano de idade revelou 

que aproximadamente 90% (92/102) dos animais estavam excretando o vírus no momento da 

coleta, não sendo encontrada diferença significativa de acordo com a consistência da amostra 

fecal. A taxa de infecção entre os animais com 7 a 14 semanas de idade foi de 93% (54/58) e 

declinou moderadamente dentre os animais acima de um ano de idade, onde a taxa de 

detecção do RNA viral foi de 40% (24/60). Além da alta frequência de infecção por EV-G, 

observou-se que os animais adultos continuaram eliminando o vírus, sendo identificada 

grande diversidade genética e taxas de recombinação entre as cepas virais, o que sugere a 

circulação de maior número de genotipos de EV-G nos rebanhos vietnamitas (VAN DUNG et 

al., 2014).  

As altas taxas de infecção dos leitões jovens demonstradas nos diferentes 

estudos refletem a exposição ambiental a diferentes fontes de infecção e a suscetibilidade de 

infecção por diferentes genotipos de EV-G circulantes. Na Bolívia, um novo genotipo de EV-

G foi identificado pelo sequenciamento do gene que codifica a proteína VP1 do vírus, 

identificado a partir de amostra fecal suína (NIX et al., 2013).  

Nos EUA, o EV-G foi identificado em uma amostra fecal diarreica de suíno; 

a análise de sequenciamento demonstrou maior identidade de nucleotídeos com EV-G1 

(ANBALAGAN et al., 2014). Este foi o primeiro relato de EV-G nos EUA, e sugere a recente 
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introdução deste agente no país, já que trabalhos anteriores não o detectaram (PALMQUIST 

et al., 2002). 

No Brasil, o EV-G foi o picornavírus entérico mais frequente em fezes de 

leitões assintomáticos com idade entre 4 – 8 semanas. O EV-G foi o único PEV identificado 

em infecção singular em 11,7% (2/17) das amostras avaliadas. Infecções mistas com EV-G e 

TV-A (3/17) e EV-G, TV-A e SV-A (9/17) também foram observadas nestes animais 

(SILVA, 2015). 
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2.3 INFECÇÕES MISTAS PELOS PICORNAVÍRUS ENTÉRICOS SUÍNOS 

  

Em grande parte dos estudos relacionados aos PEVs, houve a investigação 

concomitante de TV-A, SV-A e EV-G. Grande ocorrência de infecções mistas por estes 

agentes tem sido identificada (Tabela 1), associada muitas vezes a outros agentes virais 

comumente excretados pelas fezes dos suínos.  

 

Tabela 1. Frequência de ocorrência de TV-A, SV-A e EV-G, mediante pesquisa simultânea 

destes agentes, em suínos domésticos (SD) e javalis (J) assintomáticos, em diferentes países. 

Todos os estudos utilizaram amostras de fezes de consistência normal para a identificação dos 

agentes virais em infecção singular e/ou mista.  
 

 Frequência de infecção 
singular (%) 

Frequência de infecções mistas (%)  

País TV-A SV-A EV-G TV-A 
+ 
 SV-A  

TV-A + 
EV-G 

SV-A  
+ 
EV-G 

TV-A + 
SV-A + 
EV-G 

Referência 

Itália (SD) 

 

12,1 42,4 45,5 - - - - LA ROSA et al. (2006)  

Itália (SD) 52,5 2,5 7,5 27,5 5 5 - SOZZI et al. (2010) 

Espanha 

(SD) 

47 9 - - - - - BUITRAGO et al. (2010) 

EUA (SD)  2,7 2,7 13,8 - 16,6 36,1 13,8 SHAN et al. (2011) 

República 

Tcheca (SD) 

12,1 - 18,5 4 12,9 4 48,4 PRODELALOVA (2012)  

Brasil (SD)  - - 11,7 - 17,6 - 52,9 SILVA (2015) 

 

República 

Tcheca (J) 

8,9 1,8 25 - 30,4 16,1 17,9 PRODELALOVA (2012) 

Espanha (J) 50,8 - NP
* 

6,4 - - - CANO-GÓMEZ et al. 

(2013) 

         
* 
NP - Não pesquisado  

 

No estudo realizado na República Tcheca, foram avaliados tanto suínos 

domésticos quanto javalis, no entanto a prevalência dos vírus foi semelhante entre os dois 

grupos de animais. Em 69,4% (86/124) dos suínos domésticos e 64,3% (36/56) dos javalis, os 

animais apresentavam infecção simultânea com dois ou até mesmo três dos vírus pesquisados. 

Este estudo demonstrou que o TV-A, o SV-A e o EV-G ocorrem comumente em rebanhos de 

suínos domésticos, com prevalência similar nos criatórios comerciais de javalis, sugerindo a 

possibilidade de transmissão entre javalis e suínos domésticos (PRODELALOVA, 2012). 
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2.4 DIAGNÓSTICO DE TV-A, SV-A E EV-G 

 

O diagnóstico do TV-A, SV-A e EV-G é negligenciado em diversas 

situações, mesmo sendo agentes etiológicos relacionados a distúrbios neurológicos e 

transtornos reprodutivos, entéricos, pulmonares e lesões atípicas de pele. As justificativas 

podem ser a identificação frequente destes agentes em animais assintomáticos, subestimando 

o potencial patogênico dos vírus; além da associação destes agentes como patógenos 

exclusivamente entéricos, dada a grande detecção em amostras de fezes de animais 

sintomáticos e assintomáticos (LA ROSA et al., 2006; BUITRAGO et al., 2010). As 

dificuldades na detecção e diagnóstico deste vírus também eram razões para negligenciar o 

diagnóstico de infecções por PEVs; porém, a aplicação de técnicas moleculares de diagnóstico 

facilitou a pesquisa e identificação destes agentes. 

Tradicionalmente as infecções por PEVs eram investigadas por métodos 

diagnósticos laboriosos e demorados, como o isolamento viral em cultivos celulares seguidos 

por diferenciação dos sorotipos por vírus neutralização, teste de fixação de complemento ou 

de imunofluoerscência indireta (PALMQUIST et al., 2002; LA ROSA et al., 2006). O cultivo 

em células renais de suínos (PK-15), com a observação do CPE é sugestivo da presença de 

PEVs. A pesquisa sorológica para a detecção de anticorpos de PEVs por imunofluorescência 

indireta apresenta alta especificidade e sensibilidade (QIU et al., 2013).  

O exame histopatológico é importante ferramenta auxiliar no diagnóstico. 

As lesões histológicas observadas em suínos infectados experimentalmente pelo TV-A se 

localizam principalmente no SNC (mesencéfalo, ponte, medula oblonga e medula espinhal), 

sendo que as lesões mais graves ocorrem na medula espinhal. As alterações são caracterizadas 

por encefalomielite não supurativa consistindo de manguito perivascular de células 

mononucleares, gliose focal e necrose neuronal. Nos animais que apresentam diarreia, edema, 

redução da espessura da parede intestinal e flacidez são alterações observadas no intestino 

grosso. No pulmão, pneumonia intersticial com infiltração de macrófagos pode ocorrer em 

diferente intensidade nos animais (YAMADA et al., 2014).  

As lesões em suínos infectados experimentalmente por SV-A se concentram 

principalmente no intestino, pulmões e cérebro. A mucosa do intestino delgado apresenta 

intensa congestão, com pronunciada redução na altura das vilosidades. O pulmão apresenta 

consolidação nos lobos inferiores e pontos hemorrágicos no lobo superior. No SNC, 

hemorragia e hiperemia pode ser observada na duramater e vacuolização neuronal no cérebro 

associada a manguitos perivasculares (LAN et al., 2011). Já em animais infectados 
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experimentalmente por EV-G vacuolização neuronal no tecido cerebral e enfisema pulmonar 

podem ser observados ao exame histopatológico (YANG et al., 2013). 

A presença dos antígenos de PEVs pode ser determinada mediante o exame 

de imunoistoquímica. Este método de detecção de antígenos virais em tecidos previamente 

fixados permite identificar e localizar os antígenos dentro das células e tecidos e representa 

uma ferramenta útil dada a simplicidade e rapidez, revelando o tropismo dos PEVs e a sua 

patogênese (YAMADA et al., 2008). Antígenos de TV-A foram encontrados no citoplasma de 

células neuronais e da glia distribuídos na medula espinhal ventral e tronco cerebral, e 

também no citoplasma de células ganglionares no gânglio espinhal, em leitões de 40 dias de 

idade infectados naturalmente por TV-A1, manifestando sinais neurológicos que incluíam 

paralisia dos membros posteriores e decúbito. Marcação positiva para os antígenos de TV-A 

foi observada igualmente no citoplasma das células endoteliais destes tecidos, nas células do 

tecido epitelial bronquiolar do pulmão e citoplasma de alguns hepatócitos (YAMADA et al., 

2008). Em infecções experimentais de leitões de três semanas de idade inoculados 

intravenosamente com TV-A foram detectados antígenos no citoplasma de células 

ganglionares no gânglio espinhal, de neurônios da medula espinhal ventral e do tronco 

cerebral, sendo os sítios de detecção de antígenos correspondentes aos observadas nos animais 

infectados naturalmente (YAMADA et al., 2009). Em infecção experimental em leitões 

gnotobióticos inoculados com TV-A aos três dias de idade antígenos foram principalmente 

detectados no SNC, nos mesmos locais observados em infecções naturais ou experimentais 

anteriormente descritas por YAMADA et al. (2008 e 2009). Adicionalmente, marcação 

positiva para antígenos de TV-A foi observada nas células epiteliais das tonsilas, células do 

epitélio bronquiolar dos pulmões, citoplasma de hepatócitos, e no plexo nervoso mioentérico 

do intestino delgado e intestino grosso (YAMADA et al., 2014). 

O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, a partir da década de 

90, facilitou e aumentou a detecção de vírus entéricos (Tabela 2). Desde que adequadamente 

padronizados, os métodos baseados na RT-PCR oferecem inúmeras vantagens na detecção 

dos PEVs por sua alta sensibilidade e especificidade, bem como rapidez na execução do teste 

(LIU et al., 2011). Outra vantagem da RT-PCR é a possibilidade de diferenciação de espécies 

virais por meio da utilização de diferentes oligonucleotídeos iniciadores (primers) específicos 

ou de métodos complementares, como a clivagem do fragmento amplificado com enzimas de 

restrição, seguidos pelo sequenciamento genômico, ou seja, pela determinação da sequência 

de nucleotídeos do fragmento genômico amplificado (REN et al., 2012). Com o objetivo de 

aumentar a sensibilidade, ou até mesmo para a detecção simultânea de diferentes espécies 
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virais, foram desenvolvidas variações nas técnicas convencionais de PCR, tais como a nested-

PCR e a multiplex-PCR. Atualmente, visando não apenas identificar um vírus presente em 

uma amostra biológica, mas quantificar a carga viral, o uso da técnica denominada PCR 

quantitativa (qPCR) tem sido intensificado (CANO-GÓMEZ et al., 2011a). 

 

Tabela 2.  Técnicas de diagnóstico molecular de PEVs empregadas em suínos domésticos em 

diferentes amostras, com objetivo de (C) confirmação de diagnóstico laboratorial após 

avaliações prévias como lesões microscópicas ou efeito citopático viral, ou (I) investigação da 

presença dos vírus em criatórios de suínos. 
País Técnica  Amostra 

biológica 
No. de amostras 
avaliadas/no. de 
amostras 
positivas (%) 

Obje-
tivo 

Referência 

EUA RT-PCR Fezes diarreicas 14/14 (100)  (C) 

 

PALMQUIST et al. (2002) 

EUA RT-PCR Cérebro e Medula 

espinhal 

12/12 (100)  (C) 

 

POGRANICHNIY et al. 

(2003)  

Alemanha Nested-PCR e   

LightCycler 

PCR 

Cérebro e Medula 

espinhal 

Cérebro e Medula 

espinhal 

8/8 (100) 

 

7/8 (87,5) 

(C) 

 

(C) 

 

KRUMBHOLZ et al. (2003) 

Japão RT-PCR Cérebro, Tronco 

cerebral, 

Cerebelo, Medula 

espinhal e tonsilas 

4/4 (100)  

 

(C) 

YAMADA et al. (2004) 

Itália RT-PCR Fezes normais 33/33 (100) (C) 

 

LA ROSA et al. (2006) 

Japão  RT-PCR Cérebro, cerebelo, 

medula espinhal e 

tonsilas 

5/5 (100) (C) 

 

YAMADA et al. (2007) 

Itália RT-PCR  Fezes  40/40 (100) (C) SOZZI et al. (2010) 

Itália Real-time RT-

PCR 

RT-PCR 

Fezes 

 

 

97/206 (47) 

 

66/206 (32) 

 

(I) 

BUITRAGO et al. (2010) 

China RT-PCR Fezes diarreicas, 

fígado, pulmão e 

baço 

9/10 (90) 

 

 

(I) 

ZHANG et al. (2010) 

China RT-PCR Fezes 17/17 (100) (I) LAN et al. (2011) 

Hungria RT-PCR Fezes 

Soro sanguíneo 

6/45 (13) 

0/45 (0) 

(I) BOROS et al. (2011) 

EUA RT-PCR Fezes diarreicas 30/36 (83) (I) SHAN et al. (2011) 

China RT-PCR Pool tecidos 

(coração, pulmão, 

fígado, baço e 

intestino) 

54/69 (78) (I) LIN et al. (2012) 

China  RT-PCR 

Nested-PCR 

Cérebro, cerebelo, 

medula espinhal e 

tonsilas 

21/30 (70) 

29/30 (96,7) 

(I) CHIU et al. (2012) 

China RT-PCR Cérebro, baço, 

coração e fígado 

58/114 (50,8) (I) QIU et al. (2013) 

República 

Tcheca 

RT-PCR Pool tecidos 

(linfonodos, 

fígado e baço) 

13/115 (11) (I) VLASAKOVA et al. (2014) 

Brasil Nested-PCR Fezes  34/14 (41,1) (I) SILVA (2015) 
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A técnica de nested-PCR apresenta maior taxa de detecção (29/30, 96,7%) 

do que a RT-PCR convencional (21/30, 70%) para os PEVs quando comparadas as taxas de 

detecções em um mesmo tecido (CHIU et al., 2012). Linfonodos mesentéricos e porções do 

jejuno e cólon intestinal são os órgãos onde a probabilidade de detecção molecular dos PEVs 

é maior. A identificação de PEVs no intestino ou em material fecal é indicativa da presença de 

infecção ativa por esses vírus nos rebanhos suínos. A detecção em linfonodos mesentéricos 

indica a entrada dos vírus na mucosa intestinal. Já a presença dos vírus em órgãos viscerais 

indica viremia e a sua presença no SNC indica passagem através da barreira hematoencefálica 

(CHIU et al., 2014).  

Há grande interesse no diagnóstico de TV-A, SV-A e EV-G, para 

diferenciar as encefalomielites e desordens reprodutivas causadas pelo TV-A das infecções 

pelo CSFV, Herpesvirus suino tipo 1, PPV e PRRSV, e as lesões de pele por EV-G de 

infecções com outros picornavírus associados a doenças vesiculares cutâneas, como o Virus 

da febre aftosa, Virus da doença vesicular suína e o recentemente detectado no Brasil, 

Senecavirus A (LEME et al., 2015). Com isto, é relevante a necessidade de incluir os PEVs no 

diagnóstico diferencial, e a detecção destes vírus por RT-PCR e nested-PCR preenche uma 

lacuna no diagnóstico destas enfermidades (QIU et al., 2013).  
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2.5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Na suinocultura tecnificada praticada no mundo e no Brasil, a ciência, a 

tecnologia e a produção encontram condições de caminhar lado a lado. Dessa forma foi 

possível observar a emergência de diversos patógenos, ou potenciais agentes patogênicos, que 

de um momento para o outro passaram a ter papel relevante na cadeia de produção de suínos. 

Este fato foi observado a partir da adoção de medidas de controle de algumas doenças que 

possibilitaram que outras infecções encontrassem condições favoráveis para a ocorrência e 

aumento na frequência de diagnóstico, implementado por técnicas mais modernas e com 

maior sensibilidade e especificidade. Paralelamente, a aplicação de técnicas moleculares no 

diagnóstico de rotina permitiu a ampliação dos conhecimentos sobre os agentes infecciosos e 

possibilitaram maior precisão no monitoramento sanitário dos rebanhos. Neste contexto, o 

maior conhecimento dos agentes patogênicos e a sua relação com os suínos é primordial para 

prevenir prejuízos aos sistemas de produção em situações de emergência ou reemergência dos 

patógenos. Porém, mesmo com os avanços obtidos na suinocultura as características 

epidemiológicas da infecção por alguns patógenos, como os enterovírus, ainda não foram 

totalmente esclarecidas. As formas de participação desses micro-organismos e seu impacto na 

cadeia produtiva suinícola ainda não estão completamente estabelecidas. Essa situação pode 

representar risco à produção de suínos, principalmente se considerarmos as complexas 

interações passíveis de ocorrer entre os patógenos tradicionais, emergentes e reemergentes. 

O conhecimento sobre a prevalência e epidemiologia molecular de EV-G, 

TV-A e SV-A nos suínos domésticos ainda é um campo a ser amplamente explorado. Estudos 

recentes realizados na Europa, na Ásia e na América evidenciaram a ampla distribuição 

geográfica dos PEVs em suínos. No Brasil, há escassez de informações sobre a distribuição 

do PEVs nos rebanhos suinícolas e de seu papel como agente primário ou secundário em 

manifestações clínicas em animais imunossuprimidos ou em animais assintomáticos. 

A identificação e a caracterização de PEVs em diferentes regiões do mundo 

são importantes para a compreensão da epidemiologia e da distribuição geográfica do vírus. 

Estudos incluindo os PEVs nos sistemas de diagnóstico também poderão contribuir com o 

conhecimento da sua associação com infecções sintomáticas em suínos e o comportamento 

das infecções (sintomáticas x assintomáticas) em situações de infecção singular ou 

coinfecções com outros agentes virais, particularmente aqueles com potencial 

imunossupressor.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Investigar a presença do Teschovirus A, Sapelovirus A e Enterovirus G em amostras de 

fezes de suínos domésticos e selvagens de rebanhos suinícolas brasileiros e investigar 

pecaris (Pecari tajacu e Tayassu pecari) como hospedeiros alternativos para estas 

viroses. 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Detectar por meio da RT-PCR e nested-PCR, com primers específicos para a 5’NTR 

do genoma viral, a presença do TV-A, SV-A e EV-G em amostras de fezes normais e 

diarreicas de leitões de 1 a 8 semanas de idade provenientes das três principais regiões 

(Sul, Sudeste e Centro-oeste) produtoras de suínos do Brasil; 

 Detectar por meio da RT-PCR e nested-PCR, com primers específicos para a 5’NTR 

do genoma viral, a presença do TV-A, SV-A e EV-G em amostras de fezes de 

consistência normal de javalis jovens (2 a 7 meses de idade) e adultos (2 a 4 anos de 

idade) provenientes da região Oeste do estado do Paraná; 

 Investigar por meio da RT-PCR e nested-PCR a presença do TV-A, SV-A e EV-G em 

amostras de fezes de consistência normal de catetos (Pecari tajacu) e queixadas 

(Tayassu pecari) provenientes da região Oeste do estado do Paraná; 

 Verificar a faixa etária em que estes vírus são mais frequentemente detectados nos 

suínos domésticos e selvagens; 

 Avaliar a ocorrência de infecção mista por TV-A, SV-A e/ou EV-G nos animais 

avaliados. 
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ARTIGO A – First report of Porcine Teschovirus (PTV), Porcine sapelovirus (PSV) and 

Enterovirus G (EV-G) in pig herds of Brazil 
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ARTIGO B – Molecular survey of porcine teschovirus, porcine sapelovirus and enterovirus 

G in captive wild boars (Sus scrofa scrofa) of Paraná state, Brazil. 
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5 CONCLUSÕES 

 A infecção por TV-A, SV-A e EV-G está disseminada em rebanhos de suínos 

domésticos de importantes regiões brasileiras (Sul, Sudeste e Centro-oeste) produtoras 

de suínos. 

 Infecções singulares e mistas pelos PEVs são comuns em animais de 1 a 8 semanas de 

idade.  

 Suínos de todas as faixas etárias estão suscetíveis à infecção pelo TV-A em maior 

proporção, seguido pelo EV-G e SV-A. 

 A frequência de infecção por PEVs aumenta de acordo com o aumento da idade dos 

animais. 

 Javalis apresentam-se mais frequentemente infectados por EV-G, seguido do TV-A e 

em menor frequência, pelo SV-A. 

 Javalis jovens (2 a 7 meses) apresentam maior frequência de infecção por PEVs do 

que os animais mais velhos (2 a 4 anos).  

 Neste estudo, catetos e queixadas não foram considerados reservatórios da infecção 

para os PEVs. 

 TV-A, SV-A e EV-G devem ser incluídos no diagnóstico diferencial de enfermidades 

que cursam com sinais clínicos semelhantes aos manifestados por estes agentes virais.  
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APÊNDICE A 

 

Sequências Genômicas 

 

PTV_BRA/UEL1/11   

TTGAAAGACCTGCTCTGGCGCGAGCTAAAGCGCAATTGTCACCAGGTATTGCACC

AATGGTGGCGACAGGGTACAGAAGAGCAAGTACTCCTGACTGGGTAATGGGACT

GCATTGCATATCCCTAGGCACCCATTGAGATTTCTCTGGGGCCCACCAG 

 

PTV_BRA/UEL3/13  

GAAAGACCTGCTCTGGCGCGAGCTAGAGCGCAATTGTCACCAGGTATTGCACCAA

TGGTGGCGACAGGGTACAGAAGAGCAAGTACTCCTGACTGGGTAATGGGACTGC

ATTGCATATCCCTAGGCATCTATTGAGATTTCTCTGGGGCCCACCAGC 

 

 

PSV_BRA/UEL2/13 (GenBank accession number KF410643) 

TGGCAGTAGCGTGGCGAGCTATGGAAAAATCGCAATTGTCGATAGCCATGTCAGT

GACGCGCTTCGGCGTGCTCCTTTGGTGATTCGGCGACTGGTTACAGGAGAGTAGG

CAGTGAGCTATGGGCAAACCTCTACAGTATTACTTAGAGGGAATGTGCAATTGAG

ACTTGACGAGCGTCTCCTAGAGATGTGGCGCATGCTCTTGGCATTA 

  

PSV_BRA/UEL3/13 (GenBank accession number KF410644) 

TGGCAGTAGCGTGGCGAGCTATGGAAAAATCGCAATTGTCGATAGCCATGTCAGT

GACGCGCTTCGGCGTGCTCCTTTGGTGATTCGGCGACTGGTTACAGGAGAGTAGG

CAGTGAGCTATGGGCAAACCTCTACAGTATTACTTAGAGGGAATGTGCAATTGAG

ACTTGACGAGCGTCTCCTAGAGATGTGGCGCATGCTCTTGGCATTA 

 
 
EV-G_BRA/UEL3/13 (GenBank accession number KF410645) 

CAAGCACTTCTGTTTCCCCGGACCTAGTAGTGATAGGCTGTACCCACGGCCGAAG

ATGAACCCGTCCGTTATCCGGCCAGCTACTTCGAGAAGCCTAGTAACATCAAAGA

TCTGTCTTGGCGTTTCGCTCAGCGCGTTCCCCCCGCGTAGATCGGGCTGATGGGTC

TCCGCATACCCCACGGGCGACCGTGGCGGAGGCCGCGTGGCGGCCCGCCTATGG

CGAAAGCCATAGGACGCCATTTCAGTGACAGGGTGTGAAGAGCCTATTGAGCTA

GTTGGTAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCCTAA 
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EV-G_BRA/UEL4/13 (GenBank accession number KF410646) 

CAAGCACTTCTGTTTCCCCGGACCTAGTAGTGATAGGCTGTACCCACGGCCGAAG

ATGAACCCGTCCGTTATCCGGCCAGCTACTTCGAGAAGCCTAGTAACATCAAAGA

TCTGTTTTGGCGTTTCGCTCAGCGCGTTCCCCCCGCGTAGATCGGGCTGATGGGTC

TCCGCATACCCCACGGGCGACCGTGGCGGAGGCCGCGTGGCGGCCCGCCTATGG

CGAAAGCCATAGGACGCCATTTCAGTGACAGGGTGTGAAGAGCCTATTGAGCTA

GTTGGTAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCCTAA 

 

 

PTV_BRA/UEL-WB01/13  

GAAAGACCTGCTCTGGCGCGAGCTAAAGCGCAATTGTCACCAGGTATTGCACCAA

TGGTGGCGACAGGGTACAGAAGAGCAAGTACTCCTGACTGGGCAATGGGACTGC

ATTGCATATCCCTAGGCACCTATTGAGATTTCTCTGGGGCCCACCAGC 

 

 

PSV_BRA/UEL-WB20/13 (GenBank accession number KJ187770) 

TGGCAGTAGCGTGGCGAGCTATGGAAAAATCGCAATTGTCGATAGCCATGTTAGT

GACGCGCTTCGGTGTGCTCCATTGGTGATTCGGCGACTGGTTACGGGAGAGTAGG

CAGTGAGCTATGGGTAAACCTCTACAGTATTACTTAGAGGGAATGTGCAATTGAG

GCTTGACGAGCGTCTCCCTGAGATGTGGCGCATGCTCTTGGCATTA 

 

 

EV-G_BRA/UEL-WB40/13 (GenBank accession number KJ187771) 

CAAGCACTTCTGTTTCCCCGGACCTAGTAGTGATAGGCTGTACCCACGGCCGAAG

ATGAACCCGTCCGTTATCCGGCCAGCTACTTCGAGAAGCCTAGTAACATCAAAGA

TCTGTCTTGGCGTTTCGCTCAGCGCGTTTCCCCCGCGTAGATCGGGCTGATGGGTC

TCCGCATACCCCACGGGCGACCGTGGCGGAGGCCGCGTGGCGGCCCGCCCATGG

CGAAAGCCATGGGACGCCATTTCAGTGACAGGGTGTGAAGAGCCTATTGAGCTA

GTTGGTAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCCTAA 
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ANEXO A: LISTA DE REAGENTES 

 

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 Life Technologies
®
) 

7. Água DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen 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 Life Technologies
®
) 

15. Cloreto de magnésio 50 mM (MgC2) (Invitrogen 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. Dimetil sulfóxido (DMSO) C2H6SO (Sigma
®
) 

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

) 

21. Dithiothreitol (DTT-10 mM) (Invitrogen Life Technologies
®
) 

22. DNA Ladder (123 bp) (Invitrogen Life Technologies
®
) 

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

Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen 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 Life Technologies
®
) 

26. Fosfato de sódio dihidratado (Na2HPO4 . 2H2O) P.M 177,99 (Merck
®
) 
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27. Fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4. 2H2O) P.M. 155,99 (Reagen
®

) 

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) TV-A Forward/PCR – Pev-1a (forward; 5´- 

AGTTTTGGATTATCTTGGCCC -3´; nucleotídeo (nt) 76-97) Krumbholz et al. (2003) - 

200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®

)  

35. Oligonucleotídeo iniciador (primer) TV-A Reverse/PCR – Pev-1e (reverse; 5´- 

CGCGACCCTGTCAGGCAGCAC -3´; nucleotídeo (nt) 391-371) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

36. Oligonucleotídeo iniciador (primer) TV-A Forward/nested-PCR – Pev-1c (forward; 5´- 

TGAAAGACCTGCTCTGGCGCGAG -3´; nucleotídeo (nt) 178-200) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

37. Oligonucleotídeo iniciador (primer) TV-A Reverse/nested-PCR – Pev-1d (reverse; 5´- 

GCTGGTGGCCCCAGAGAAATCTC -3´; nucleotídeo (nt) 335-312) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

38. Oligonucleotídeo iniciador (primer) SV-A Forward/PCR – Pev-8e (forward; 5´- 

CTTAAGGTGGTTGTATCCCCTAC-3´; nucleotídeo (nt) 23-45) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

39. Oligonucleotídeo iniciador (primer) SV-A Reverse/PCR – Pev-8f (reverse; 5´- 

TTCAACTGACTATACTAGTTACAGG -3´; nucleotídeo (nt) 435-411) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

40. Oligonucleotídeo iniciador (primer) SV-A Forward/nested-PCR – Pev-8g (forward; 5´- 

ATGGCAGTAGCGTGGCGAGCTAT -3´; nucleotídeo (nt) 131-153) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

41. Oligonucleotídeo iniciador (primer) SV-A Reverse/nested-PCR – Pev-8h (reverse; 5´- 

GTAATGCCAAGAGCATGCGCCA-3´; nucleotídeo (nt) 342-321) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

42. Oligonucleotídeo iniciador (primer) EV-G Forward/PCR – Pev-9a (forward; 5´- 

GTACCTTTGTACGCCTGTTTTA -3´; nucleotídeo (nt) 96-117) Krumbholz et al. (2003) 

- 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  
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43. Oligonucleotídeo iniciador (primer) EV-G Reverse/PCR – Pev-9b (reverse; 5´- 

ACCCAAAGTAGTCGGTTCCGC -3´; nucleotídeo (nt) 586–566) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

44. Oligonucleotídeo iniciador (primer) EV-G Forward/nested-PCR – Pev-9c (forward; 5´- 

CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG -3´; nucleotídeo (nt) 197–217) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

45. Oligonucleotídeo iniciador (primer) EV-G Reverse/nested-PCR – Pev-9e (reverse; 5´- 

GTTAGGATTAGCCGCATTCAGGGG -3´; nucleotídeo (nt) 509–486) Krumbholz et al. 

(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies
®
)  

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

Technologies
®
) 

47. Platinum Taq DNA Polymerase recombinant 500 units (Invitrogen Life Technologies
®
) 

48. Oligo (dT)12-18 Primer 

49. QuantIT 
TM

 dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies
®
) 

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

51. Triton x-100 

52. Vermelho de fenol (C19H14O5S)  P.M. 354,38 (Reagen
®
) 
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ANEXO B: SOLUÇÕES E TAMPÕES 

 

Soluções e Tampões 

 

 Diluição dos primers  

 

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

- Primer forward- TV-A PCR 

Sequência: 5’- AGTTTTGGATTATCTTGGCCC - 3’ 

Posição: 76-97 

Concentração: 30,6 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 30,6 x 1000 = 30600 pmoles 

 30600 / 200 = 153 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 153 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

- Primer reverse- TV-A PCR 

Sequência: 5’- CGCGACCCTGTCAGGCAGCAC - 3’ 

Posição: 391-371 

Concentração: 29,7 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 29,7 x 1000 = 29700 pmoles 

 29700 / 200 = 148,5 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 148,5 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ]  

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 
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Nested-PCR para detecção da região 5’NTR do genoma do Teschovirus A 

- Primer forward- TV-A nested-PCR 

Sequência: 5’- TGAAAGACCTGCTCTGGCGCGAG - 3’ 

Posição: 178-200 

Concentração: 24,8 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 24,8 x 1000 = 24800 pmoles 

 24800 / 200 = 124 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 124 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

- Primer reverse- TV-A nested-PCR 

Sequência: 5’- GCTGGTGGCCCCAGAGAAATCTC - 3’ 

Posição: 335-312 

Concentração: 32,8 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 32,8 x 1000 = 32800 pmoles 

 32800 / 200 = 164 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 164 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ]  

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

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

- Primer forward- SV-A PCR 

Sequência: 5’- CTTAAGGTGGTTGTATCCCCTAC - 3’ 
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Posição: 23-45 

Concentração: 30,7 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 30,7 x 1000 = 30700 pmoles 

 30700 / 200 = 153,5 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 153,5 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

- Primer reverse- SV-A PCR 

Sequência: 5’- TTCAACTGACTATACTAGTTACAGG - 3’ 

Posição: 435-411 

Concentração: 32,9 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 32,9 x 1000 = 32900 pmoles 

 32900 / 200 = 164,5 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 164,5 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ]  

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

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

- Primer forward-SV-A nested-PCR 

Sequência: 5’- ATGGCAGTAGCGTGGCGAGCTAT- 3’ 

Posição: 131-153 

Concentração: 39,7 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 
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 39,7 x 1000 = 39700 pmoles 

 39700 / 200 = 198,5 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 198,5 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

- Primer reverse- SV-A nested-PCR 

Sequência: 5’- GTAATGCCAAGAGCATGCGCCA - 3’ 

Posição: 342-321 

Concentração: 28,1 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 28,1 x 1000 = 28100 pmoles 

 28100 / 200 = 140,5 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 140,5 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ]  

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

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

- Primer forward- EV-G PCR 

Sequência: 5’- GTACCTTTGTACGCCTGTTTTA - 3’ 

Posição: 96-117 

Concentração: 37,1 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 37,1 x 1000 = 37100 pmoles 

 37100 / 200 = 185,5 
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Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 185,5 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

- Primer reverse- EV-G PCR 

Sequência: 5’- ACCCAAAGTAGTCGGTTCCGC- 3’ 

Posição: 586–566 

Concentração: 40,5 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 40,5 x 1000 = 40500 pmoles 

 40500 / 200 = 202,5 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 202,5 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ]  

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

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

- Primer forward-EV-G nested-PCR 

Sequência: 5’- CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG- 3’ 

Posição: 197–217 

Concentração: 28,6 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 28,6 x 1000 = 28600 pmoles 

 28600 / 200 = 143 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 143 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ] 

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 
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- Primer reverse- EV-G nested-PCR 

Sequência: 5’- GTTAGGATTAGCCGCATTCAGGGG - 3’ 

Posição: 509–486 

Concentração: 32,1 nmoles 

Data de fabricação: Mar / 2013 

  

 32,1 x 1000 = 32100 pmoles 

 32100 / 200 = 160,5 

 

Primer mãe (200 pmol/L): ressuspender em 160,5 L de água MilliQ autoclavada para 

obtenção de solução 10x [ ]  

 

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/L): diluir o primer mãe (1:10) em água MilliQ autoclavada 

 

 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 MilliQ autoclavada 

 

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

- 25 mL de fenol saturado em água 

- 24 mL de clorofórmio 

- 1 mL de álcool isoamílico 

 

 Gel de agarose a 2% 

- 1 g de agarose 

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

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

 

 Hidratação da sílica 

- 60 g de sílica (SIGMA


) 

- Adicionar 500 mL de água MilliQ autoclavada 

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h 

- Por sucção, desprezar 430 mL do sobrenadante 
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- 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) 

- Aliquotar e autoclavar 

 

 SDS 10% 

- 5 g de 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 

- 2,6 g 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 

- 107,78 g Tris 0,89 M 

- 55,03 g Ácido bórico 0,89 M 

- 7,45 g EDTA 0,02 M 

- água bidestilada q.s.p. 1 litro 

- ajustar o pH  (pH 8,4) 
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 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: PROTOCOLO DE TÉCNICAS 

 

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 400 μL do sobrenadante para extração 

 

2. Extração do ácido nucleico 

 

Fase I – Fenol 

- 400 L da suspensão fecal   

- Adicionar 40 L de SDS 10%  

- Homogeneizar em vortex 

- Banho-maria 56 °C /20 min 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s  

- Adicionar 400 L de fenol/clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) 

- Homogeneizar em vortex 

- Banho-maria 56 °C /15 min 

- Homogeneizar em vortex 

- Centrifugar 10.000 x g /10 min 

- Recolher o sobrenadante em outro microtubo de 1,5 mL 

 

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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 Transcrição reversa, reação em cadeia da polimerase (PCR) e nested-PCR 

 

- Mix da Desnaturação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Mix da RT-PCR  

 

 

 

 

 

 

 

- Mix de PCR e nested-PCR para detecção parcial da região 5’NTR dos genomas virais 

 

Reagentes Volume (L) 

PCR Nested 

Buffer 10 x (pH 8,4) 5 5 

MgCl2 1,5 1,5 

dNTP (2,5 mM)  1 1 

Platinum


Taq DNA Polymerase (5U/L) 0,4 0,4 

Primer Forward* (20 pmol)  0,5 0,5 

Primer Reverse** (20 pmol)   0,5 0,5 

Água 39,1 39,1 

cDNA 2 2 

Volume final 50 50 

Reagentes Volume (L) 

Oligo(dT)12-18 1 

dNTP 1 

Água 6 

RNA 5 

Volume final 13 

Reagentes Volume (L) 

Buffer 5 x 4 

DTT 2 

M-MLV 1 

Volume final 7 



 84 

* TV-A: PEV1a (PCR); PEV1c (nested-PCR); 

** TV-A: PEV1e (PCR); PEV1d (nested-PCR); 

*SV-A: PEV8e (PCR); PEV8g (nested-PCR); 

**SV-A: PEV8f (PCR); PEV8h (nested-PCR);  

*EV-G: PEV9a (PCR); PEV9c (nested-PCR); 

**EV-G: PEV9b (PCR); PEV9e (nested-PCR). 

 

- Ciclo de tempo e temperatura da reação da Desnaturação 

 

Reação Temperatura (oC) Tempo (min) 

Desnaturação 65 5 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da reação da Transcrição Reversa (RT) 

 

Reação Temperatura (oC) Tempo (min) 

Desnaturação 37 50 

Inativação 70 15 

 

- Ciclos de tempo e temperatura da PCR e nested-PCR  

 

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

PCR Nested 

Desnaturação 94 5 1 1 

Desnaturação 94 1 35 30 

Anelamento 55 1 35 30 

Extensão 72 1 35 30 

Extensão final 72 7 1 1 
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 Eletroforese em gel de agarose a 2% 

 

- 1 g de agarose 

- 50 mL TEB buffer (Tris 89mM; 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 Buffer (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 / 1 min 

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 / 1 min  

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

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

12. Descartar o filtrado e transferir 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. Proceder com a etapa de quantificação ou estocar o fragmento de DNA purificado a -

20°C. 
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 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 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 

 

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) 

 

 BioEdit software version 7.1.11 

 

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

 

 MEGA versão 5.2.1 

 

 




