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DONIN, Daiane Gullich. Epidemiologia molecular do Teschovirus A, Sapelovirus A e
Enterovirus G em suinos domésticos e selvagens no Brasil. 2015. 87 f. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Os picornavirus entéricos suinos (PEVS), Teschovirus A (TV-A), Sapelovirus A (SV-A) e
Enterovirus G (EV-G) sdo agentes infecciosos especificos dos suinos que se encontram
disseminados pelos rebanhos suinicolas em todo o mundo. Na maioria dos casos se
apresentam de forma assintomética, porém tém sido associados a uma variedade de
enfermidades, dentre elas doencas entéricas, reprodutivas, respiratorias e neurologicas. Este
estudo visou avaliar a infeccdo natural pelos PEVs em rebanhos de trés importantes regides
geogréficas produtoras de suinos do Brasil. Para isso, foram realizados dois estudos, utilizando a
reagdo em cadeia da polimerase precedida por transcricdo reversa (RT-PCR) e nested-PCR que
tiveram como alvo a regido conservada 5 ndo traduzida (5’NTR) do genoma destes virus. O
primeiro estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia de infec¢do natural por TV-A, SV-A
e EV-G em criacdes de suinos localizadas nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais.
Foram selecionadas aleatoriamente 40 amostras de fezes com consisténcia normal (n=17) e
diarreica (n=23) de leitdes lactentes (n=22) e desmamados (n=18). Foi possivel demonstrar
que tanto a infecgdo pelo TV-A quanto pelo EV-G foi comum entre os leitdes lactentes (1 a 3
semanas de idade), com frequéncia de 40,9% (9/22) em infec¢des singulares e mistas. O SV-
A ndo foi detectado nesta categoria animal. Nos leitdes desmamados (4 a 8 semanas de idade)
foi observada maior frequéncia destes agentes (77,8%, 14/18) nas amostras fecais, sendo mais
comum a observacdo de infecgdes mistas pelo TV-A e EV-G (4/14). Somente foram
detectadas infeccdes singulares por TV-A e EV-G. O SV-A foi identificado em infec¢do mista
com o0s outros agentes em 38,8% (7/18) das amostras avaliadas. Para confirmar a
especificidade dos fragmentos amplificados neste estudo, duas amostras positivas para cada
virus na nested-PCR foram selecionadas para sequenciamento. As cepas de TV-A, SV-A e
EV-G detectadas no Brasil revelaram alta identidade nas sequéncias de nucleotideos com as
disponiveis em bases publicas de dados. Este estudo concluiu que as regides geogréaficas
brasileiras pesquisadas apresentam ao menos dois dos virus estudados circulando entre leitdes
lactentes e desmamados. O segundo estudo teve como objetivo avaliar a distribuicdo da
infeccdo pelos PEVs entre javalis do estado do Parana e avaliar catetos e gqueixadas como
portadores para estes trés virus. Foram analisadas 36 amostras de fezes de animais
assintomaticos. 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 virus mais frequente foi EV-G (50%,
11/22), sequido 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 virus foi submetido ao sequenciamento. A
sequéncia de nucleotideos das cepas deste estudo mostrou alta identidade com as sequéncias
de PEVs disponiveis em bases publicas de dados, incluindo as relatadas no Brasil no primeiro
estudo. Catetos e queixadas foram negativos para os trés virus. Neste estudo, foi possivel
comprovar pela primeira vez a circulacdo de TV-A, SV-A e EV-G em javalis do Brasil e
demonstrar que catetos e queixadas ndo foram positivos para estes patdgenos exclusivos dos
suinos. Desta forma, foi possivel demonstrar que a infeccdo por TV-A, SV-A e EV-G esta
presente nas diferentes regides geograficas produtoras de suinos do Brasil, tanto em fezes com
consisténcia normal quanto em diarreicas, e também em javalis no Brasil.

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



DONIN, Daiane Gullich. 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
Parand 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 INTRODUCAO

A relevancia da suinocultura no contexto mundial justifica a crescente
demanda de conhecimentos relativos a produtividade dos animais, a sanidade e a seguranca
alimentar. A atividade é responsavel pelo desenvolvimento econdémico e social de muitos
estados e paises e, acima de tudo, é importante produtora de alimentos para a popula¢do em
um cenario onde se apresenta perspectiva de crescimento continuo ao longo das préximas
décadas (NAPOLITANO, 2012). O Brasil, quarto maior produtor e exportador mundial de
carne suina (ABPA, 2015), desempenha papel importante como fornecedor de animais
saudaveis 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 sanitarias.

Superar desafios requer conhecimento dos agentes infecciosos presentes nos
rebanhos suinicolas e prevencdo de surtos mediante 0 monitoramento de diversos fatores que
facilitam a entrada, o estabelecimento e a disseminacdo dos agentes patogénicos. Neste
contexto, a medida que controlamos e implementamos medidas profilaticas, outros agentes
encontram condigdes de emergir ou reemergir, devido a interacdo continua e complexa entre
agente — suino — ambiente (REIS, 2005).

As principais doencas que acometem 0s suinos nas fases de maternidade,
creche, crescimento e terminacdo sdo as doencas entéricas e respiratdrias, que tém grande
impacto sobre o desempenho dos animais e custos de producdo (VANNUCCI e GUEDES,
2009; BRITO et al., 2014). J& para as matrizes em reproducdo, somam-se a estas
enfermidades as doencas reprodutivas, que colaboram para reducdo da produtividade (KWIT
et al., 2015). Os agentes infecciosos tém grande participacdo tanto nos problemas entéricos e
respiratorios, quanto nos problemas reprodutivos. Dentre eles, os virus assumem papel de
importancia, sendo frequente a observacdo de surtos de origem viral e a infeccdo por agentes
virais capazes de infectar os humanos (MA et al., 2015).

Conhecer os agentes virais que circulam nos rebanhos suinicolas brasileiros e
as manifestacGes clinicas desencadeadas por sua presenca é fundamental. Dada a capacidade
de escape a resposta imune do hospedeiro, gracas a fenbmenos como mutacdo e/ou
recombinacdo genética, estes agentes podem infectar individuos ndo imunes ou novas
espécies hospedeiras, desencadeando surtos ocasionais (SHAN et al., 2011). Desta maneira, 0

monitoramento dos agentes virais que circulam em rebanhos brasileiros e mundiais é
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necessario para o estabelecimento do perfil das infecg¢fes virais emergentes, 0 que permite o
planejamento estratégico de medidas de controle e prevencgdo de doengas.

Algumas espécies virais da familia Picornaviridae que acometem
especificamente suinos, denominados picornavirus entéricos suinos (PEVs), foram
identificados em diversos paises do mundo (OIE, 2008; LAN et al., 2011) e podem estar
envolvidos em desordens entéricas, respiratorias, reprodutivas e neurologicas (CANO-
GOMEZ et al., 2013; YAMADA et al., 2014). Adicionalmente, quadros de pericardite,
miocardite e lesGes atipicas na pele também foram associados a estes agentes virais
(ALEXANDERSEN et al., 2012; CHIU et al., 2012; YAMADA et al., 2014). A relevancia
dos PEVs para a suinocultura foi demonstrada em diversos paises mediante a ocorréncia de
casos clinicos 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, sdo escassos os estudos relativos aos PEVs em rebanhos
suinicolas. O sistema intensivo de criacdo de suinos no pais e a sua tecnificacdo permitem
grande densidade animal, o que faz com que seja comum a infeccdo simultanea dos animais
por dois ou mais patégenos (YUE et al., 2009; XU et al., 2012), além de aumentar o risco de
transmissdo de agentes infecciosos entre os animais (SHAN et al., 2011). Desta forma, o
conhecimento sobre a circulagdo de PEVs, bem como o seu monitoramento, em rebanhos

suinos brasileiros é de grande relevancia.
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2.1 CLASSIFICACAO E CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E MOLECULARES DOS
PICORNAVIRUS ENTERICOS SUINOS

Os PEVs pertencem a familia Picornaviridae, uma das seis familias da
ordem Picornavirales. Inicialmente, os PEVs eram classificados em um Unico género,
denominado Enterovirus (HYYPIA et al., 1997), constituido pelos sorotipos 1 a 13. Com base
na virus neutralizacdo e utilizando a caracteristica biolégica do efeito citopatico (cytopathic
effect — CPE) viral em cultivo celular, os PEVs foram divididos em trés grupos: grupo I,
compreendendo os sorotipos 1-7 e 11-13; grupo |1, o sorotipo 8; e grupo Ill, agrupando os
sorotipos 9 e 10 (KAKU et al., 1999).

Anélises moleculares das sequéncias gendmicas dos enterovirus suinos
possibilitaram reclassifica-los como espécies pertencentes a trés géneros virais distintos,
denominados Teschovirus, Sapelovirus e Enterovirus (KRUMBHOLZ et al., 2002; ICTV,
2015). Assim, os PEVs pertencentes ao grupo | foram reclassificados no género Teschovirus,
espécie Teschovirus A (TV-A). Aqueles pertencentes ao grupo Il foram classificados como
Enterovirus suino A, e posteriormente renomeados como Sapelovirus A (SV-A) dentro do
género Sapelovirus. Os Enterovirus 9 e 10, ou grupo I, foram classificados como a espécie
Enterovirus suino B e, posteriormente, renomeados como Enterovirus G (EV-G) no género
Enterovirus (ZELL et al., 2001; KRUMBHOLZ et al., 2002; ICTV, 2015).

Atualmente a familia Picornaviridae contempla 29 géneros (ICTV, 2015),
oito dos quais contém espécies que infectam os suinos: 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. Arvore filogenética da familia Picornaviridae, baseada na comparagéo da regido P1
do genoma das espécies virais. Representacdo de 13 dos 29 géneros que fazem parte desta
familia atualmente. Os géneros de importancia para os suinos estdo destacados com setas, ndo

constando na representacao o género Pasivirus (SAUVAGE et al., 2012).
Fonte: MACLACHLAN and DUBOVI (2011).

Os picornavirus sdo pequenos, icosaédricos, ndo envelopados e com genoma
de 6.2 — 8.5 kilobases (kb) de nucleotideos (LEWIS-ROGERS e CRANDALL, 2010). Os
virus dessa familia possuem de 25 a 30 nm de diametro e genoma constituido por RNA fita
simples (RNATfs) de polaridade positiva (NASRI et al., 2007) (Figura 2).
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Familia Picornaviridae

Hospedeiros: Mamiferos Pico (= pequeno) RNA virus
Aves

Virion
a) - Icosaédrico
e 25 — 30 nm de diametro

* Genoma: RNA (fita simples)

polaridade positiva

6.2-8.5kb
c) Doencas importantes nos suinos: d) Geéneros importantes
Polioencefalomielite para os suinos:
Doenca Entérica Aphthovirus, Enterovirus,
Doenga Respiratoria Sapelovirus, Teschovirus,
Desordens Reprodutivas (SMEDI) Cardiovirus, Senecavirus,
Lesdes atipicas de pele Kobuvirus e Pasivirus.

Doenca Vesicular

Figura 2. (A) Principais caracteristicas dos virus pertencentes a familia Picornaviridae. (B)
Representagdo esquematica e microscopica de uma particula viral com formato icosaédrico
com as trés proteinas estruturais encontradas na superficie, VP1, VP2 e VP3. (C)
Manifestacdes clinicas mais relevantes e (D) géneros de importancia para os suinos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Estes virus compartilham organizacdo comum do genoma, que se encontra
dividido em trés regides: regido 5’ ndo traduzida (Nontranslated Region — 5° NTR), a
sequéncia aberta de leitura (Open Reading Frame — ORF) da poliproteina, ¢ a regidao 3° NTR,
que possui cauda Poli(A) (LEWIS-ROGERS e CRANDALL, 2010).

A regido 5° NTR codifica proteinas que atuam no processo de replicacdo
viral. A poliproteina divide-se em trés regides maiores, denominadas P1, P2 e P3. A regido P1
codifica as proteinas estruturais do capsideo, denominadas VVP1, VP2, VP3 e VP4, enquanto
as regides P2 e P3 codificam proteinas envolvidas no processamento das demais proteinas e
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na replicagdo viral. A regido 3> NTR dos picornavirus é relativamente curta e possui
estruturas que controlam a sintese de RNA viral (RACANIELLO, 2007).

O capsideo dos picornavirus é formado por 60 unidades proteicas idénticas,
cada uma contendo copia de uma das quatro VPs, arranjadas em formato icosaédrico (LIU et
al., 2014), sendo variavel o comprimento e a funcéo das proteinas codificadas pelos diferentes
géneros. As VP1, VP2 e VP3 ndo tém homologia nas sequéncias; no entanto, as trés proteinas
ttm a mesma topologia, estando localizadas na superficie do virion. A VP4 difere
significativamente das outras trés proteinas estruturais e fica localizada na porcao interna do
capsideo. Essa proteina delimita a estrutura interna do capsideo e confere rigidez a estrutura
do virion (UPADHYAYA et al., 2014).

Os virus da familia Picornaviridae tém ancestral comum e, sob este aspecto,
a analise filogenética das sequéncias genémicas é a ferramenta mais Util para a sua
classificacdo, uma vez que permite verificar o grau de identidade entre os virus pertencentes a
este grupo (LA ROSA et al., 2006).

Altas taxas de mutacdo, 10° a 10™ por nucleotideo, podem ocorrer nos
picornavirus por ocasido da replicacdo, o que permite a origem de distintas variantes genéticas
dos virus desta familia (DOMINGO e HOLLAND, 1994; VAN DUNG et al., 2014).

2.2 POTENCIAL PATOGENICO DOS PICORNAVIRUS ENTERICOS SUINOS

Os enterovirus suinos foram inicialmente relacionados como agentes
etiologicos de uma sindrome reprodutiva nesta espécie. A sindrome, conhecida pela sigla
SMEDI, se manifesta em matrizes gestantes, e determina o nascimento de leitbes natimortos
(Stillbirth), a ocorréncia de mumificacdo fetal (Mummified fetuses), morte embrionaria
(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 neuroldgicas, entéricas, respiratorias e a lesdes de pele nos suinos
(KRUMBHOLZ et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que infec¢des assintomaticas e/ou subclinicas por
diferentes sorotipos de PEVs tornaram-se endémicas nos rebanhos suinos de diversos paises
do mundo como EUA, China, Republica Tcheca e Brasil (BANGARI et al., 2010; CHIU et
al., 2012; PRODELALOVA, 2012; QIU et al., 2013; DONIN et al., 2014).

No entanto, a infeccdo do trato gastrointestinal dos suinos por cepas virais

aparentemente ndo patogénicas de alguns sorotipos de PEVs podem ser responsaveis por
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interferéncia nos parametros produtivos e perdas econdmicas, especialmente em coinfecgdes
com doencgas imunossupressoras como, por exemplo, a circovirose suina, podendo resultar em
infeccdo do sistema nervoso central (SNC) e desencadear o aparecimento de sinais clinicos
nos animais acometidos (TAKAHASHI et al., 2008; SALLES et al., 2011).

Infeccbes com cepas virulentas de TV-A, SV-A e EV-G seguidas por
viremia também podem determinar o desenvolvimento de infeccbes do SNC (Figura 3)
(TAKAHASHI et al., 2008; YANG et al., 2013; SCHOCK et al., 2014; YAMADA et al.,
2014). Sinais clinicos como ataxia, tremores musculares, incoordenacdo, paralisia dos
membros locomotores e decubito, relacionados & doenca neuroldgica sdo comumente
observados na suinocultura, porém em indmeros casoS permanecem com a causa
indeterminada (BUKOVSKY et al., 2007).
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Figura 3. llustracdo esquematica da patogénese dos PEVs. Os virus penetram pelo trato
gastrointestinal e replicam-se localmente nos sitios iniciais de implantacdo viral (tonsilas e
placas de Peyer) ou nos linfonodos que drenam estes tecidos. Disseminam-se pela corrente
sanguinea para outros tecidos suscetiveis, principalmente linfonodos, musculos e sistema
nervoso central (SNC), por meio dos nervos periféricos ou craniais. Se ocorrer alta taxa de
replicacdo viral no SNC, neurdnios motores sdo destruidos e ocorre paralisia. Os PEVS podem
ser identificados principalmente nas tonsilas e nas fezes, que colaboram para a disseminagéo
dos mesmos no ambiente.

Fonte: Adaptado de RACANIELLO (2007) e YAMADA et al. (2014).
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O Unico hospedeiro natural conhecido para os PEVs € o0 suino e uma das
razBGes para a sua ampla distribuicdo nos rebanhos é a eficiente transmissdo entre os animais
suscetiveis e infectados, principalmente pela via fecal-oral (JIMENEZ-CLAVERO et al.,
2003). No epitélio do trato gastrointestinal os PEVs sofrem replicacdo, principalmente no
intestino grosso e no ileo, onde a infec¢do ocorre com maior frequéncia do que na porgdo
superior do intestino delgado, sendo provavel a replicacdo no tecido reticuloendotelial da
lamina propria do intestino (RACANIELLO, 2006).

Os PEVs séo excretados em grandes quantidades nas fezes. Por ndo conter
envelope lipidico mantém a capacidade infectante mesmo quando expostos a solventes
organicos ou a pH no intervalo entre 3 e 9 (RACANIELLO, 2007). Esta propriedade permite
que estes virus sejam resistentes ao pH baixo do estdmago e as enzimas proteoliticas do trato
digestivo, possibilita que persistam infectantes por longos periodos no ambiente em condicdes
favoraveis e facilita a transmissdo horizontal, principal forma de transmissdo dos PEVs
(BUITRAGO et al., 2010). Dada a capacidade de permanecer viavel no ambiente, por mais de
168 dias em temperaturas de 15°C, a transmissdo indireta por fomites também €é possivel
(ROEHE e BRITO, 2012).

A transmissao vertical € provavel, uma vez que podem infectar o trato
reprodutivo de machos e fémeas (HUANG et al., 1980; PENSAERT et al., 2004; VAN
DUNG et al.,, 2014). Nas fémeas infectadas os PEVs fazem viremia e sdo capazes de
atravessar a barreira transplacentaria, disseminando-se a partir da circulacdo materna para 0s
tecidos fetais (PENSAERT et al., 2004), podendo ocasionar a sindrome SMEDI (HANDKE et
al., 2012; LIN etal., 2012).

A infeccdo é frequentemente adquirida por leitdes em idade de desmame,
qguando os titulos de anticorpos maternos diminuem e leitdes de diferentes leitegadas sdo
agrupados, e persiste por, a0 menos, algumas semanas. No entanto, leitdes de qualquer idade
sdo amplamente suscetiveis a infeccdo com um virus pertencente a um sorotipo ao qual ndo
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-Al) foi associada a
encefalomielite ndo supurativa altamente fatal em suinos, conhecida como Doenca de
Teschen, na Tchecoslovaquia, atual Republica Tcheca, responsavel por consideraveis perdas
econémicas para a suinocultura europeia entre os anos de 1930 e 1950 (LA ROSA et al.,
2006; YAMADA et al, 2007). A doenga caracteriza-se por um quadro de
polioencefalomielite ndo supurativa, na maioria das vezes fatal, que acomete suinos de todas
as idades (SALLES et al., 2011). Apds este surto, outra cepa de TV-AL1 com menor viruléncia
e responsavel por indices baixos de mortalidade, denominada Talfan, passou a ser identificada
com maior frequéncia, causando polioencefalomielite de menor gravidade (LA ROSA et al.,
2006; YAMADA et al., 2007).

O periodo de incubacdo do TV-A é de quatro a 28 dias e o0s sinais clinicos
iniciais incluem febre (40-41°C) com duracdo de trés a cinco dias, anorexia e depressao,
seguidos por tremores e incoordenacdo, usualmente originados nos membros posteriores. Os
membros tornam-se rigidos e, em seguida, pode ocorrer prostracao, paralisia flacida (Figura 4
A/B), convulsbes, coma e morte (YAMADA et al., 2009). Em situaces da doenca onde 0s
sinais clinicos sdo brandos, os sinais se limitam a ataxia, com paralisia dos membros
posteriores, dos quais 0s suinos frequentemente se recuperam completamente ap6s 18-21 dias
(YAMADA et al., 2014). Porém, em surtos ocasionados por cepas de maior viruléncia, a
mortalidade pode atingir 75% (OIE, 2008).
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Figura 4. Leitdes na fase de creche positivos para TV-A apresentando prostracdo em funcgéo
da paralisia dos membros posteriores. (A) animal manifestando interesse pelo alimento. (B)
animal prostrado e sem condicdes de deslocar-se até o local de distribui¢do de alimento.
Fonte: Cedido por Paulo Arruda, lowa State University

A imunidade passiva € um importante mecanismo de defesa contra a
infeccdo pelo TV-A em leitbes lactentes e a redugdo nos niveis de anticorpos maternais pode
resultar na infecgdo de leitdes desmamados por este virus, agravada pelo agrupamento de
leitbes de diferentes matrizes (ALEXANDERSEN et al., 2012). Associado ao estresse do
desmame, leitdes afetados pela sindrome multissistémica do definhamento dos suinos no
periodo pos-desmame (PMWS) tém alteracdo na populacdo de células de defesa do sistema
imune (DARWICH et al., 2002) e tornam-se também suscetiveis a infec¢cdo pelo TV-A no
SNC (TAKAHASHI et al., 2008).

Atualmente, 13 genotipos de TV-A ja foram descritos, sendo alguns
associados com uma variedade de condicBes clinicas, incluindo polioencefalomielite,
desordens reprodutivas nas fémeas, doencas entéricas e pneumonia (CANO-GOMEZ et al.,
2011b; BOROS et al., 2012b). Epidemias de doencas ocasionadas pelo TV-Al ocorreram em
Taiwan, em 2000 e em 2004, quando os animais exibiram ataxia, paralisia dos membros
posteriores e diarreia, semelhantes aos que ocorreram na doenca de Talfan, na Europa em
1957 (CHIU et al., 2012). Diferentes genotipos deste virus encontram-se de forma endémica
em muitos paises (BUITRAGO et al., 2010; CANO-GOMEZ 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 manifestagdes
clinicas nos suinos (CHIU et al., 2012). O primeiro relato foi em animais com idade entre 50-
70 dias que apresentavam dificuldade respiratdria e diarreia aguda. Nestes animais, o TV-A
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foi detectado por transcrigéo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
em 90% (9/10) das amostras de fezes e 6rgaos coletadas. O genotipo relacionado a este surto
foi 0 TV-A8 e, apos isolamento e inoculagao oral em marrds com a mesma idade dos animais
inicialmente acometidos, as fémeas manifestaram pneumonia, diarreia, dificuldade
respiratdria, hipertrofia de linfonodos e morte (ZHANG et al., 2010).

Em leitdes desmamados entre quatro e oito semanas de idade apresentando
baixo desempenho, atraso no crescimento, distdrbios respiratérios e gastrointestinais, a taxa
de deteccdo 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
deteccdo (61%), seguidos dos 6rgaos linfoides (59%), 6rgdos viscerais (37%) e SNC (32%).
Dentre estes 6rgdos, os locais de maior deteccdo do virus foram cdlon, linfonodos
mesentéricos, figado, baco e porcao cranial do cérebro. Com base na sequéncia do gene que
codifica a proteina VVP1 diferentes genotipos foram identificados, dentre eles TV-Al, 4,6, 7 e
11. Adicionalmente, foi verificada a presenga de mais de um genotipo de TV-A no mesmo
tecido de alguns animais (CHIU et al., 2012).

Em outro surto na China, fémeas manifestaram sinais da sindrome SMEDI,
com aborto em 80 marrés e leitbes natimortos ou mortos logo apds o nascimento. O TV-A foi
identificado em 54 (78%) de 69 pools de 6rgdos dos animais avaliados. A genotipagem de
amostras provenientes deste surto também revelou que o TV-A8 foi 0 genotipo envolvido no
quadro clinico (LIN et al., 2012).

Taxa de deteccdo de 85,7% (276/322) de TV-A foi observada a partir de
amostras fecais de suinos assintomaticos de quatro a oito semanas de idade na cidade de
Shangai, China. Neste estudo, verificou-se a ampla distribuicdo de diferentes cepas de TV-A,
incluindo os genotipos 1, 2, 4, 8 e 10, além da deteccdo de um possivel novo genotipo do
virus (SUN et al., 2015).

A coinfecgdo entre TV-A e outros agentes virais também € frequente. Em
um estudo realizado na China, amostras de soro coletadas de suinos manifestando febre alta
(39-41°C) foram investigadas para diferentes agentes virais, incluindo o Virus da sindrome
reprodutiva e respiratoria dos suinos (PRRSV), Virus da peste suina classica (CSFV) e TV-
A pela técnica de multiplex-PCR. O TV-A foi detectado em 50,9% (58/114) dos animais em
infeccdo singular, seguido pelo PRRSV (36,8%) e CSFV (21,1%). A coinfeccdo tambem foi
observada entre estes trés agentes virais, sendo PRRSV + TV-A a mais frequente (34,2%)
(QIU etal., 2013).
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Em outro estudo realizado nesse mesmo pais utilizando a técnica de
multiplex-PCR para a investigagdo de Circovirus suino-2 (PCV2), TV-A e Virus da
gastroenterite transmissivel (TGEV) em 127 amostras de tecidos de suinos demonstrando
febre alta (39-41°C), o TV-A em infec¢do singular foi detectado em 60 (46,9%) amostras. A
coinfeccdo com TV-A e os outros dois virus pesquisados foi observada em 34 (26,8%)
amostras (WANG et al., 2013).

No Japdo, o TV-A foi identificado como agente etioldgico de encefalite em
leitbes de 40 dias de idade que manifestavam paralisia flacida dos membros posteriores e
decubito esternal. As lesdes histopatoldgicas observadas foram encefalomielite ndo 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 encefalico
e cerebelo, seguido de RT-PCR e sequenciamento, revelou identidade de 91,2 a 95,6% entre
as sequéncias gendmicas obtidas e o TV-A (YAMADA et al., 2004; YAMADA et al., 2014).

Um estudo sobre a patogenicidade do TV-A foi conduzido no Japédo, em
leitbes gnotobioticos de trés dias de idade submetidos a inoculacdo oral, intranasal ou
intravenosa por TV-Al (YAMADA et al., 2014). Todos os animais desenvolveram
encefalomielite, porém aqueles submetidos & inoculacéo oral e intranasal manifestaram lesdes
histopatologicas moderadas quando comparadas as lesfes induzidas nos leitbes inoculados
por via intravenosa. A medula espinhal foi o local que apresentou lesdes mais severas ao
exame histopatologico. Os sinais clinicos mais comumente observados nos animais foram
depressdo, ataxia locomotora e paralisia flacida de um ou ambos os membros anteriores e
posteriores. Alguns animais também manifestaram diarreia discreta a moderada, de coloracdo
amarelada, tendo sido observado edema no intestino grosso ao exame. Os animais inoculados
por via oral ou intranasal demonstraram total recuperacdo dos sinais clinicos em torno de 18-
21 dias pos-infeccdo, provavelmente devido ao aumento no titulo de anticorpos. Os animais
inoculados por via intravenosa apresentaram lesGes mais graves aos 20 dias pos-infeccéo,
apesar do aumento nos titulos de anticorpos, possivelmente devido ao lento desenvolvimento
dos mecanismos de defesa dos leitbes para prevenir as lesées no SNC causadas por TV-Al
por ocasido da grave viremia. A andlise do resultado da RT-PCR demonstrou a presenca de
TV-A no SNC, tonsilas e intestino grosso dos animais inoculados (YAMADA et al., 2014).

No Japdo, apds a deteccdo de TV-A em células do SNC e de PCV2 em
histidcitos, linfonodos e alvéolos pulmonares de um leitdo com sinais de PMWS, tetraparesia,

depressao e dispneia, o TV-A foi associado ao quadro de encefalomielite, o que foi atribuido a
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queda nos niveis de anticorpos e imunossupressao resultante da alteracdo na populacdo de
células de defesa do sistema imune (TAKAHASHI et al., 2008).

Na Europa, ao pesquisar virus potencialmente patogénicos em leitdes
apresentando sinais clinicos de PMWS, a prevaléncia do TV-A foi de 50% (7/14) em animais
com idade entre sete e 10 semanas. Em todos os casos foi verificada coinfecgdo com o PCV2,
e, em alguns deles, coinfeccdo com importantes agentes virais como PRRSV e Torque teno
sus virus, porém em menor proporcao de ocorréncia do que o PCV2. O sequenciamento do
TV-A envolvido neste caso clinico revelou identidade com o TV-A7 (VLASAKOVA et al.,
2014).

Em um estudo realizado na Suica foram investigados diferentes possiveis
agentes etioldgicos em fémeas com desordens reprodutivas que apresentavam um ou mais
sinais clinicos associados a sindrome SMEDI. Neste estudo o TV-A e o EV-G foram
identificados em 11% (32/286) dos animais. Esta foi a primeira identificacdo destes virus em
tecido fetal de suinos naquele pais (HANDKE et al., 2012).

Na Espanha, mediante a implantacdo de um programa especifico de
vigilancia para as doencas dos suinos realizado em animais assintomaticos, o TV-A foi o virus
entérico mais abundante na populagdo estudada. O isolamento viral por inoculacdo de
homogeneizados fecais em cultivo de células renais suinas (linhagem PK-15), seguido de
métodos padrdes de diagnostico para definicdo dos virus relacionados ao efeito citopatico, foi
observada a prevaléncia 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
virus e a auséncia de sinais clinicos foi associada a falta de patogenicidade intrinseca dos
genotipos virais que circulavam nas populacGes avaliadas ou devido a imunidade adquirida
pelos animais (BUITRAGO et al., 2010).

Ainda na Espanha, grande diversidade de TV-A foi observada circulando
entre os suinos domésticos, ndo tendo sido observado um padrdo de distribuicdo geogréfica
entre os genotipos identificados. Entretanto, foi relatada a circulacdo de diferentes genotipos
numa mesma area (CANO-GOMEZ et al., 2011b). Neste estudo, baseado na sequéncia
completa da regido VP1 do genoma viral, o TV-A12 foi descrito pela primeira vez naquele
pais.

Na Hungria, também com base no sequenciamento da regido genémica que
codifica a proteina VP1, foi possivel a primeira identificacdo do TV-A13 em javalis. A
ocorréncia de uma cepa geneticamente distante dos virus identificados nos animais

domeésticos foi apontada como fator de risco para as criagcdes de suinos, podendo contribuir
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para a infeccdo de leitdes de diferentes idades suscetiveis a um genotipo ao qual ndo foram
previamente expostos (BOROS et al., 2012b).

No continente americano, o TV-A foi relatado em poucos paises. No
Canada, encefalomielite causada pela infeccdo por TV-Al foi descrita em suinos 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 virus foi identificado em um rebanho do
estado de Indiana que apresentava taxa de mortalidade de 4,5% em leitdes desmamados
manifestando sinais neurolégicos, com membros enrijecidos, decubito lateral, tremores e
paralisia. O TV-A1l foi detectado em amostras de cérebro e medula espinhal desses animais.
Nesse mesmo estudo, a avaliacdo soroldgica longitudinal de matrizes e leitdes verificou alto
titulo de anticorpos maternos, 64 a 128, nos leitGes aos 6-7 dias de idade, declinando aos 22
dias de idade para 4 a 8, levando a conclusdo de que a presenca dos sinais clinicos e
mortalidade dos leitbes eram coincidentes com o declinio na quantidade de anticorpos contra
TV-A (POGRANICHNIY et al., 2003). Posteriormente, a analise genética dos genotipos de
TV-A1 circulantes em Indiana foi realizada, comprovando baixa heterogeneidade genética
dos virus pesquisados neste surto com as sequéncias de referéncia depositadas em bases
publicas de dados, indicando presenca endémica de TV-A em rebanhos suinos naquele estado
(BANGARI et al., 2010).

Ainda nos EUA, o TV-A foi identificado em amostras fezes diarreicas e de
consisténcia normal de suinos, com frequéncia de ocorréncia de 36% (13/36), sem diferenca
significativa nas taxas de deteccdo de acordo com a consisténcia fecal (SHAN et al., 2011).

Na Republica Dominicana, um grave surto de encefalomielite foi registrado
em suinos. Entre as 54 amostras de soro avaliadas de animais com sinais clinicos como
incoordenacao, opistotono e paralisia dos membros posteriores, 20 foram positivas para o0 TV-
A (37%). Além das avaliacBGes soroldgicas, amostras de cérebro e medula espinhal foram
coletadas de sete animais, e seis delas foram positivas para TV-A. A andlise filogenética da
P1 do TV-A identificado neste surto revelou se tratar de TV-Al. Este foi o primeiro surto
relatado naquele pais relacionado a cepa de TV-A virulenta, e a suspeita era que estivesse
relacionado a presenca de outros agentes infecciosos na populagédo suina como CSFV, PCV?2
e PRRSV, que com seu efeito imunossupressor facilitaram a manifestagdo do TV-A
(VENTURA et al., 2013).
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No Brasil, escassos estudos relativos a presenca de TV-A nos rebanhos
suinicolas foram conduzidos. Em um estudo longitudinal realizado no estado do Parand a
partir de amostras de fezes de leitdes lactentes (1-3 semanas de idade) e desmamados (4-8
semanas de idade) verificou-se a auséncia de excrecdo 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 infec¢des mistas com 0 EV-G (SILVA, 2015).
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2.2.2 Sapelovirus A

O SV-A passou a ser identificado com maior frequéncia nos rebanhos
suinos domesticos e em javalis apds a padronizacdo 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 doenca vesicular dos suinos em
diferentes regiGes geograficas da Italia, o SV-A foi identificado em 42,4% (14/33) das
amostras de fezes de suinos assintomaticos (LA ROSA et al., 2006), tendo sido o segundo
PEV mais frequente nestes animais. Ainda neste pais, o SV-A foi identificado em amostras
fecais coletadas de animais saudaveis, porém sempre em coinfeccdo com TV-A e/ou EV-G na
frequéncia de 25,4% (14/55) (SOZZI et al., 2010). Ja na Espanha, durante pesquisa de
adenovirus e picornavirus em fezes de suinos assintomaticos, a deteccdo do SV-A foi de
apenas 9% (18/206) (BUITRAGO et al., 2010).

O SV-A foi o segundo membro da familia Picornaviridae mais encontrado
(53%, 19/36) em fezes diarreicas e normais de suinos nos EUA. InfeccGes mistas com
diversos outros virus, dentre eles, 0 EV-G (80%) e TV-A em (36%) também foram detectadas
(SHAN et al., 2011).

Na China, o SV-A foi isolado em leitdes com 50-60 dias de idade
apresentando dificuldade respiratéria, diarreia aguda, ataxia, paralisia nos membros
locomotores e morte (LAN et al., 2011). Vérios patdgenos que comumente sdo associados a
estes quadros clinicos foram investigados, incluindo o TV-A, SV-A, EV-G, rotavirus suino
grupos A e C, PCV2, PRRSV, PEDV, Herpesvirus suino 1, calicivirus, astrovirus, parvovirus,
Virus da peste suina classica 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 0s patdgenos pesquisados nos 17 leitdes,
0 SV-A foi detectado em todos os animais; apenas um dos animais avaliados foi positivo para
0 PCV2. Apos a avaliacdo do CPE em células renais suinas (PK-15); observacdo das
caracteristicas morfoldgicas do virus mediante microscopia eletrénica; realizagdo de RT-PCR
utilizando primers especificos para SV-A; sequenciamento; determinacdo da sequéncia
gendmica completa da cepa e inoculacdo da cepa isolada em leitdes da mesma idade daqueles
naturalmente acometidos, concluiu-se que o SV-A foi o0 agente viral causal do quadro clinico
descrito (LAN et al., 2011). Os sinais clinicos, bem como as lesGes observadas a necropsia,
foram semelhantes aos observados em infeccdo experimental por TV-A (YAMADA et al.,
2009).
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Também na China, o SV-A foi detectado e teve sua sequéncia gendmica
completa estabelecida em amostras fecais diarreicas de leitdes lactentes, sugerindo o possivel
envolvimento do virus em quadros de diarreia aguda. Nestes animais, outros patdgenos
entéricos como PEDV, rotavirus suino grupos A e C, TGEV, Aichivirus C e PCV2 foram
detectados em diferentes frequéncias (CHEN et al., 2012).

Em outro estudo realizado na China, foram avaliadas por meio da técnica de
PCR quantitativa 73 amostras de fezes de suinos, das quais 66 eram diarreicas. O SV-A foi
detectado em 63% (46/73) dos animais que apresentavam diarreia, ndo sendo detectado nos
animais assintomaticos (CHEN et al., 2014).

Em amostras de fezes diarreicas de suinos da Coreia do Sul foi observada
prevaléncia de 34% de SV-A concomitantemente a infeccdo com outros agentes entéricos
(virus e bactérias), incluindo TV-A e EV-G. A analise do gene que codifica a proteina VP1
revelou grande diversidade genética entre as cepas de SV-A circulantes naquele pais (SON et
al., 2014). Esse estudo indicou infeccdo endémica por SV-A em suinos com diarreia e revelou
que a coinfeccdo por outros patdgenos, em especial 0 EV-G, é comum nestas situacdes. A
partir dos resultados obtidos, os autores sugeriram que o SV-A pode desempenhar um
importante papel como agente etioldgico de diarreia (SON et al., 2014).

No Reino Unido, o SV-A foi relatado como agente etioldgico de
polioencefalomielite em leitdes de 21-28 dias em um surto de doenga neuroldgica em que 0s
animais apresentavam sinais de ataxia e paraparesia (SCHOCK et al., 2014).

Em um estudo realizado na Espanha, foram coletadas amostras fecais de
javalis assintomaticos das quais 6,4% (4/63) foram positivas na RT-PCR para SV-A em
coinfeccdo com TV-A (CANO-GOMEZ et al, 2013). O agente mais frequentemente
encontrado nas amostras avaliadas foi o TV-A (50,8%, 32/63). Estes resultados sdo
semelhantes aos resultados de um estudo de prevaléncia em suinos domeésticos 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 Japdo, 12,5% (6/48) foram
positivas para SV-A (ABE et al., 2011) em infeccdo singular. Na Republica Tcheca, o SV-A
foi identificado em fezes de javalis assintomaticos em coinfeccdo 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 Italia revelaram que o EV-G ¢é endémico naquele pais,
entretanto as taxas de deteccdo podem variar. Em fezes coletadas de suinos assintomaticos 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
assintomaticos, o EV-G foi detectado por RT-PCR em 12,73% (7/55) das amostras avaliadas
(SOZZl et al., 2010).

Na Hungria, a presenga do EV-G foi investigada em amostras de sangue e
fezes de suinos com 10 dias de idade e suinos com um a trés meses de idade por meio da
técnica de RT-PCR. As amostras de sangue apresentaram resultados negativos para o virus,
indicando auséncia de viremia nagueles animais no momento da coleta das amostras. Ja nas
15 amostras de fezes de leitdes com 10 dias de idade avaliadas, em seis (40%) foi possivel
identificar o RNA viral do EV-G. Nenhuma das amostras de fezes dos animais entre um e trés
meses de idade foram positivas para o virus. Baseando-se nesses resultados, os autores
sugeriram que o EV-G pode apresentar um ciclo de infecgéo relativamente curto (BOROS et
al., 2011).

Contrariamente, na Republica Tcheca, o EV-G foi detectado com frequéncia
de 92% (23/25) em animais desmamados (4 a 12 semanas) e de 20% (8/40) em suinos adultos
(6 meses) (PRODELALOVA, 2012). Neste estudo, foi observada prevaléncia de 50,2%
(104/207) de EV-G em suinos domésticos e 69,4% (50/72) em javalis, tendo sido o agente
viral mais frequentemente detectado em ambos 0s grupos.

Em um estudo conduzido na Hungria a partir de amostras fecais de javalis
assintomaticos, o EV-G foi detectado em duas de cinco amostras nos animais com seis
semanas de idade e em trés de cinco amostras nos animais com oito semanas de idade. A
analise filogenética do genoma completo do virus detectado permitiu a sua classificacdo como
um novo genotipo, denominado EV-G15. Os resultados alertam para a possibilidade de javalis
selvagens atuarem como reservatorio do virus (BOROS et al., 2012a).

Na Coreia, o EV-G foi isolado em uma granja comercial de leitdes lactentes
assintomaticos (MOON et al., 2012). A determinacdo da sequéncia gendmica completa do
virus demonstrou alta identidade (77,9%) com a amostra UKG/410/73 detectada na Hungria
(KRUMBHOLZ et al., 2002).

Na China, a sequéncia gendmica completa de um enterovirus detectado a

partir de uma amostra fecal suina 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
recombinacéo existe entre os diferentes PEV e demonstraram a existéncia de diferentes cepas
circulantes nos rebanhos de suinos daquele pais.

Na China, foi verificada a prevaléncia de 8,3% (37/447) de EV-G9 em
propriedades de criagdo de suinos a partir de amostras fecais obtidas de animais
assintométicos de diferentes faixas etarias (YANG et al., 2013). Animais com 10 a 15
semanas de idade apresentaram maior frequéncia de deteccdo (10,1%, 12/119), enquanto
animais acima de 20 semanas de idade apresentaram baixa frequéncia (4,9%, 5/103).
Mediante a inoculacdo experimental em suinos de duas semanas de idade e livres de
patdgenos especificos, o grupo de pesquisa demonstrou que a cepa de EV-G isolada era
virulenta e capaz de causar febre e paralisia flacida dos membros posteriores, que foi
reproduzida em dois dos 12 animais inoculados. Adicionalmente, foi possivel demonstrar a
ocorréncia de recombinacgdes genéticas entre as cepas de EV-G circulantes em um mesmo
rebanho (YANG et al., 2013).

No Vietnd, a investigacdo da presenca de EV-G em amostras de fezes
normais e diarreicas de leitbes recém-desmamados e com mais de um ano de idade revelou
que aproximadamente 90% (92/102) dos animais estavam excretando o virus no momento da
coleta, ndo sendo encontrada diferenca significativa de acordo com a consisténcia da amostra
fecal. A taxa de infeccdo 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
deteccdo do RNA viral foi de 40% (24/60). Além da alta frequéncia de infeccdo por EV-G,
observou-se que 0s animais adultos continuaram eliminando o virus, sendo identificada
grande diversidade genética e taxas de recombinacdo entre as cepas virais, 0 que sugere a
circulacdo de maior nimero de genotipos de EV-G nos rebanhos vietnamitas (VAN DUNG et
al., 2014).

As altas taxas de infeccdo dos leitdes jovens demonstradas nos diferentes
estudos refletem a exposicdo ambiental a diferentes fontes de infeccdo e a suscetibilidade de
infeccdo por diferentes genotipos de EV-G circulantes. Na Bolivia, um novo genotipo de EV-
G foi identificado pelo sequenciamento do gene que codifica a proteina VP1 do virus,
identificado a partir de amostra fecal suina (NIX et al., 2013).

Nos EUA, o EV-G foi identificado em uma amostra fecal diarreica de suino;
a andlise de sequenciamento demonstrou maior identidade de nucleotideos 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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introducdo deste agente no pais, ja que trabalhos anteriores ndo o detectaram (PALMQUIST
etal., 2002).

No Brasil, 0 EV-G foi o picornavirus entérico mais frequente em fezes de
leitdes assintomaticos com idade entre 4 — 8 semanas. O EV-G foi o unico PEV identificado
em infecgéo singular em 11,7% (2/17) das amostras avaliadas. Infec¢cdes 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 INFECCOES MISTAS PELOS PICORNAVIRUS ENTERICOS SUINOS

Em grande parte dos estudos relacionados aos PEVs, houve a investigacéo
concomitante de TV-A, SV-A e EV-G. Grande ocorréncia de infeccBes mistas por estes
agentes tem sido identificada (Tabela 1), associada muitas vezes a outros agentes virais

comumente excretados pelas fezes dos suinos.

Tabela 1. Frequéncia de ocorréncia de TV-A, SV-A e EV-G, mediante pesquisa simultanea
destes agentes, em suinos domesticos (SD) e javalis (J) assintomaticos, em diferentes paises.
Todos os estudos utilizaram amostras de fezes de consisténcia normal para a identificagdo dos
agentes virais em infeccdo singular e/ou mista.

Frequéncia de infeccdo  Frequéncia de infeccdes mistas (%)
singular (%)

Pais TV-A SV-A EV-G TV-A TV-A+ SV-A TV-A+ Referéncia

+ EV-G 4+ SV-A +

SV-A EV-G  EV-G
Italia (SD) 12,1 42,4 45,5 - - - - LA ROSA et al. (2006)
Italia (SD) 52,5 2,5 75 27,5 5 5 - SOZZ| et al. (2010)
Espanha 47 9 - - - - - BUITRAGO et al. (2010)
(SD)
EUA (SD) 2,7 2,7 13,8 - 16,6 36,1 13,8 SHAN et al. (2011)
Republica 12,1 - 18,5 4 12,9 4 48,4 PRODELALOVA (2012)
Tcheca (SD)
Brasil (SD) - - 11,7 - 17,6 - 52,9 SILVA (2015)
Republica 8,9 1,8 25 - 30,4 16,1 17,9 PRODELALOVA (2012)
Tcheca (J) )
Espanha (J) 50,8 - NP 6,4 - - - CANO-GOMEZ et al.

(2013)

“NP - N&o pesquisado

No estudo realizado na Republica Tcheca, foram avaliados tanto suinos
domésticos quanto javalis, no entanto a prevaléncia dos virus foi semelhante entre os dois
grupos de animais. Em 69,4% (86/124) dos suinos domésticos e 64,3% (36/56) dos javalis, 0s
animais apresentavam infeccdo simultanea com dois ou até mesmo trés dos virus pesquisados.
Este estudo demonstrou que o TV-A, o0 SV-A e 0 EV-G ocorrem comumente em rebanhos de
suinos domésticos, com prevaléncia similar nos criatérios comerciais de javalis, sugerindo a

possibilidade de transmissdo entre javalis e suinos domésticos (PRODELALOVA, 2012).
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2.4 DIAGNOSTICO DE TV-A, SV-AE EV-G

O diagndstico do TV-A, SV-A e EV-G é negligenciado em diversas
situacbes, mesmo sendo agentes etiologicos relacionados a distdrbios neuroldgicos e
transtornos reprodutivos, entéricos, pulmonares e lesdes atipicas de pele. As justificativas
podem ser a identificacdo frequente destes agentes em animais assintomaticos, subestimando
0 potencial patogénico dos virus; além da associacdo destes agentes como patdgenos
exclusivamente entéricos, dada a grande deteccdo em amostras de fezes de animais
sintométicos e assintomaticos (LA ROSA et al., 2006; BUITRAGO et al., 2010). As
dificuldades na deteccdo e diagndstico deste virus também eram razGes para negligenciar o
diagnostico de infeccBes por PEVS; porém, a aplicacdo de técnicas moleculares de diagnostico
facilitou a pesquisa e identificacdo destes agentes.

Tradicionalmente as infec¢cbes por PEVs eram investigadas por métodos
diagnosticos laboriosos e demorados, como o isolamento viral em cultivos celulares seguidos
por diferenciacdo dos sorotipos por virus neutralizacdo, teste de fixacdo de complemento ou
de imunofluoerscéncia indireta (PALMQUIST et al., 2002; LA ROSA et al., 2006). O cultivo
em células renais de suinos (PK-15), com a observacdo do CPE é sugestivo da presenca de
PEVs. A pesquisa soroldgica para a deteccdo de anticorpos de PEVs por imunofluorescéncia
indireta apresenta alta especificidade e sensibilidade (QIU et al., 2013).

O exame histopatologico € importante ferramenta auxiliar no diagnostico.
As lesbes histologicas observadas em suinos infectados experimentalmente pelo TV-A se
localizam principalmente no SNC (mesencéfalo, ponte, medula oblonga e medula espinhal),
sendo que as lesdes mais graves ocorrem na medula espinhal. As alteragdes s&o caracterizadas
por encefalomielite ndo supurativa consistindo de manguito perivascular de células
mononucleares, gliose focal e necrose neuronal. Nos animais que apresentam diarreia, edema,
reducdo da espessura da parede intestinal e flacidez sdo alteracGes observadas no intestino
grosso. No pulméo, pneumonia intersticial com infiltracdo de macrofagos pode ocorrer em
diferente intensidade nos animais (YAMADA et al., 2014).

As lesBes em suinos infectados experimentalmente por SV-A se concentram
principalmente no intestino, pulmdes e cérebro. A mucosa do intestino delgado apresenta
intensa congestdo, com pronunciada reducdo na altura das vilosidades. O pulméo apresenta
consolidacdo nos lobos inferiores e pontos hemorragicos no lobo superior. No SNC,
hemorragia e hiperemia pode ser observada na duramater e vacuolizagcdo neuronal no cérebro

associada a manguitos perivasculares (LAN et al., 2011). J& em animais infectados
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experimentalmente por EV-G vacuolizagdo neuronal no tecido cerebral e enfisema pulmonar
podem ser observados ao exame histopatologico (YANG et al., 2013).

A presenca dos antigenos de PEVs pode ser determinada mediante o exame
de imunoistoquimica. Este método de deteccdo de antigenos virais em tecidos previamente
fixados permite identificar e localizar os antigenos dentro das células e tecidos e representa
uma ferramenta Util dada a simplicidade e rapidez, revelando o tropismo dos PEVs e a sua
patogénese (YAMADA et al., 2008). Antigenos de TV-A foram encontrados no citoplasma de
células neuronais e da glia distribuidos na medula espinhal ventral e tronco cerebral, e
também no citoplasma de células ganglionares no ganglio espinhal, em leitdes de 40 dias de
idade infectados naturalmente por TV-Al, manifestando sinais neurologicos que incluiam
paralisia dos membros posteriores e decubito. Marcagdo positiva para os antigenos de TV-A
foi observada igualmente no citoplasma das células endoteliais destes tecidos, nas células do
tecido epitelial bronquiolar do pulmé&o e citoplasma de alguns hepatécitos (YAMADA et al.,
2008). Em infecgOes experimentais de leitdes de trés semanas de idade inoculados
intravenosamente com TV-A foram detectados antigenos no citoplasma de células
ganglionares no ganglio espinhal, de neurbnios da medula espinhal ventral e do tronco
cerebral, sendo os sitios de detec¢do de antigenos correspondentes aos observadas nos animais
infectados naturalmente (YAMADA et al., 2009). Em infeccdo experimental em leitdes
gnotobidticos inoculados com TV-A aos trés dias de idade antigenos foram principalmente
detectados no SNC, nos mesmos locais observados em infeccBes naturais ou experimentais
anteriormente descritas por YAMADA et al. (2008 e 2009). Adicionalmente, marcacdo
positiva para antigenos de TV-A foi observada nas células epiteliais das tonsilas, células do
epitélio bronquiolar dos pulmdes, citoplasma de hepatdcitos, 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 deteccdo de virus entéricos (Tabela 2). Desde que adequadamente
padronizados, os métodos baseados na RT-PCR oferecem inumeras vantagens na deteccao
dos PEVs por sua alta sensibilidade e especificidade, bem como rapidez na execucdo do teste
(LIU et al., 2011). Outra vantagem da RT-PCR £ a possibilidade de diferenciacdo de espécies
virais por meio da utilizacdo de diferentes oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos
ou de métodos complementares, como a clivagem do fragmento amplificado com enzimas de
restricdo, seguidos pelo sequenciamento gendémico, ou seja, pela determinacdo da sequéncia
de nucleotideos do fragmento gendmico amplificado (REN et al., 2012). Com o objetivo de

aumentar a sensibilidade, ou até mesmo para a deteccdo simultanea de diferentes espécies
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virais, foram desenvolvidas variages nas técnicas convencionais de PCR, tais como a nested-
PCR e a multiplex-PCR. Atualmente, visando ndo apenas identificar um virus presente em
uma amostra bioldgica, mas quantificar a carga viral, o uso da técnica denominada PCR
quantitativa (QPCR) tem sido intensificado (CANO-GOMEZ et al., 2011a).

Tabela 2. Técnicas de diagnostico molecular de PEVs empregadas em suinos domesticos em
diferentes amostras, com objetivo de (C) confirmacdo de diagnoéstico laboratorial apds
avaliacdes prévias como lesdes microscopicas ou efeito citopatico viral, ou (1) investigacao da
presenca dos virus em criatorios de suinos.

Pais Técnica Amostra No. de amostras  Obje- Referéncia
biologica avaliadas/no. de  tivo
amostras
positivas (%)
EUA RT-PCR Fezes diarreicas 14/14 (100) (C) PALMQUIST et al. (2002)
EUA RT-PCR Cérebro e Medula  12/12 (100) (C) POGRANICHNIY etal.
espinhal (2003)
Alemanha  Nested-PCRe Cérebro e Medula 8/8 (100) (C) KRUMBHOLZ et al. (2003)
LightCycler espinhal
PCR Cérebro e Medula  7/8 (87,5) (©
espinhal
Japéo RT-PCR Cérebro, Tronco 4/4 (100) YAMADA et al. (2004)
cerebral,
Cerebelo, Medula ©
espinhal e tonsilas
Italia RT-PCR Fezes normais 33/33 (100) (C) LA ROSA etal. (2006)
Japéo RT-PCR Cérebro, cerebelo, 5/5 (100) (C) YAMADA etal. (2007)
medula espinhal e
tonsilas
Italia RT-PCR Fezes 40/40 (100) (C) SOZZl etal. (2010)
Italia Real-time RT- Fezes 97/206 (47) BUITRAGO et al. (2010)
PCR )
RT-PCR 66/206 (32)
China RT-PCR Fezes diarreicas, 9/10 (90) ZHANG et al. (2010)
figado, pulméo e ()]
baco
China RT-PCR Fezes 17/17 (100) ()] LAN et al. (2011)
Hungria RT-PCR Fezes 6/45 (13) ) BOROS et al. (2011)
Soro sanguineo 0/45 (0)
EUA RT-PCR Fezes diarreicas 30/36 (83) Q) SHAN et al. (2011)
China RT-PCR Pool tecidos 54/69 (78) ) LIN et al. (2012)
(coracdo, pulmao,
figado, baco e
intestino)
China RT-PCR Cérebro, cerebelo, 21/30 (70) () CHIUetal. (2012)
Nested-PCR medula espinhal e 29/30 (96,7)
tonsilas
China RT-PCR Cérebro, baco, 58/114 (50,8) ()] QIU etal. (2013)
coracao e figado
Republica  RT-PCR Pool tecidos 13/115 (11) () VLASAKOVA et al. (2014)
Tcheca (linfonodos,
figado e bago)
Brasil Nested-PCR Fezes 34/14 (41,1) N SILVA (2015)
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A técnica de nested-PCR apresenta maior taxa de deteccdo (29/30, 96,7%)
do que a RT-PCR convencional (21/30, 70%) para os PEVs quando comparadas as taxas de
deteccdes em um mesmo tecido (CHIU et al., 2012). Linfonodos mesentéricos e por¢des do
jejuno e colon intestinal sdo os 6rgaos onde a probabilidade de deteccdo molecular dos PEVs
é maior. A identificacdo de PEVs no intestino ou em material fecal € indicativa da presenca de
infecgdo ativa por esses virus nos rebanhos suinos. A detecgdo em linfonodos mesentéricos
indica a entrada dos virus na mucosa intestinal. J& a presenca dos virus em 6rgdos viscerais
indica viremia e a sua presenca no SNC indica passagem através da barreira hematoencefalica
(CHIU et al., 2014).

H& grande interesse no diagnostico de TV-A, SV-A e EV-G, para
diferenciar as encefalomielites e desordens reprodutivas causadas pelo TV-A das infeccdes
pelo CSFV, Herpesvirus suino tipo 1, PPV e PRRSV, e as lesdes de pele por EV-G de
infeccBes com outros picornavirus associados a doengas vesiculares cutaneas, como o Virus
da febre aftosa, Virus da doenca vesicular suina e o recentemente detectado no Brasil,
Senecavirus A (LEME et al., 2015). Com isto, é relevante a necessidade de incluir os PEVs no
diagnostico diferencial, e a deteccdo destes virus por RT-PCR e nested-PCR preenche uma

lacuna no diagnostico destas enfermidades (QIU et al., 2013).
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2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Na suinocultura tecnificada praticada no mundo e no Brasil, a ciéncia, a
tecnologia e a producdo encontram condi¢des de caminhar lado a lado. Dessa forma foi
possivel observar a emergéncia de diversos patdgenos, ou potenciais agentes patogénicos, que
de um momento para 0 outro passaram a ter papel relevante na cadeia de producédo de suinos.
Este fato foi observado a partir da adocdo de medidas de controle de algumas doencas que
possibilitaram que outras infeccGes encontrassem condicfes favoraveis para a ocorréncia e
aumento na frequéncia de diagnostico, implementado por técnicas mais modernas e com
maior sensibilidade e especificidade. Paralelamente, a aplicacdo de técnicas moleculares no
diagnostico de rotina permitiu a ampliacdo dos conhecimentos sobre os agentes infecciosos e
possibilitaram maior precisdo no monitoramento sanitario dos rebanhos. Neste contexto, o
maior conhecimento dos agentes patogénicos e a sua relagdo com os suinos é primordial para
prevenir prejuizos aos sistemas de producdo em situacdes de emergéncia ou reemergéncia dos
patdgenos. Porém, mesmo com 0S avancos obtidos na suinocultura as caracteristicas
epidemioldgicas da infeccdo por alguns patdgenos, como 0s enterovirus, ainda ndo foram
totalmente esclarecidas. As formas de participacdo desses micro-organismos e seu impacto na
cadeia produtiva suinicola ainda ndo estdo completamente estabelecidas. Essa situacdo pode
representar risco a producdo de suinos, principalmente se considerarmos as complexas
interacdes passiveis de ocorrer entre 0s patdgenos tradicionais, emergentes e reemergentes.

O conhecimento sobre a prevaléncia e epidemiologia molecular de EV-G,
TV-A e SV-A nos suinos domésticos ainda é um campo a ser amplamente explorado. Estudos
recentes realizados na Europa, na Asia e na América evidenciaram a ampla distribuicio
geografica dos PEVs em suinos. No Brasil, ha escassez de informacdes sobre a distribuicédo
do PEVs nos rebanhos suinicolas e de seu papel como agente primario ou secundario em
manifestagdes clinicas em animais imunossuprimidos ou em animais assintomaticos.

A identificagdo e a caracterizacdo de PEVs em diferentes regides do mundo
sdo importantes para a compreensdo da epidemiologia e da distribuicdo geogréafica do virus.
Estudos incluindo os PEVs nos sistemas de diagndstico também poderdo contribuir com o
conhecimento da sua associagdo com infeccBes sintomaticas em suinos e 0 comportamento
das infecgcbes (sintomaticas X assintomaticas) em situacdes de infecgdo singular ou
coinfeccbes com outros agentes virais, particularmente aqueles com potencial

i MUuUNOSSUpPressor.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a presenca do Teschovirus A, Sapelovirus A e Enterovirus G em amostras de
fezes de suinos domesticos e selvagens de rebanhos suinicolas brasileiros e investigar
pecaris (Pecari tajacu e Tayassu pecari) como hospedeiros alternativos para estas

viroses.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar por meio da RT-PCR e nested-PCR, com primers especificos para a 5’NTR
do genoma viral, a presenca do TV-A, SV-A e EV-G em amostras de fezes normais e
diarreicas de leitdes de 1 a 8 semanas de idade provenientes das trés principais regides
(Sul, Sudeste e Centro-oeste) produtoras de suinos do Brasil;

Detectar por meio da RT-PCR e nested-PCR, com primers especificos para a 5’NTR
do genoma viral, a presenca do TV-A, SV-A e EV-G em amostras de fezes de
consisténcia normal de javalis jovens (2 a 7 meses de idade) e adultos (2 a 4 anos de
idade) provenientes da regido Oeste do estado do Parana;

Investigar por meio da RT-PCR e nested-PCR a presenca do TV-A, SV-A e EV-G em
amostras de fezes de consisténcia normal de catetos (Pecari tajacu) e queixadas
(Tayassu pecari) provenientes da regido Oeste do estado do Parana;

Verificar a faixa etaria em que estes virus sdo mais frequentemente detectados nos
suinos domésticos e selvagens;

Avaliar a ocorréncia de infeccdo mista por TV-A, SV-A elou 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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Abstract Porcine teschovimus (FTV), Porcine sapelovirus
(PSV) and Enterovirus G (EV-G) have been associated with
enteric, respiratory, reproductive and neurological disorders.
Although Brazil is the world’s fourth largest producer and
exporter of pork, no information on the occurence of PTV,
PSV and EV-(i infections is available for Brazilian pig herds.
This study aimed to investigate the occurrence of Porcine
enterie pleornavirus infections in pig farms located in three
distinct geographical regions of Brazil. Forty randomly select-
ed diarrhoeic and normal consistency fasces of suckling (n=
22) and nursery (n=185) pigs fiom farms located in 21 distinct
cities of the Southern, Southeast, and Midwest regions of
Brazil were evahated by nested-RT-PCE assays. Suckling
piglets presented the expected amplicon size for PTV
(158 bp) and EV-G (313 bp) in single and mixed infections
in 40.9 % (9/22) of the faecal samples. PSV amplicon (212 bp)
was not detected in this age group. For nursery pigs, Porcine
enteric picormaviruses amplicons were present in 77.8 % (14
18) of the faecal samples. PTV and EV-G were detected in
single and mixed infections, while PSV was detected only in
two samples in co-infection with PTV and EV-G in this age
group. The Brazilian regions evahuted presented at least two
of the tested viruses. Sequencing analysis revealed high sim-
ilarities to the related viruses (95.3 to 99.2 % for PTV, 94.2 to
98.5 % for PSVand 86 to 100 % for EV-G). For the first time
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PTV, PSV and EV-G have been molecularly detected and
characterised in pig fascal samples in Brazil,

Kevwords FPieornaviridae - Porcine enterovirus - Swine -
Faeces - Nested-RT-PCR

Imtroed we G on

The Picornaviridae family is divided into 17 genera and
inchides vimses of importance in human and animal health,
The viruses of this family are small, nonenveloped and have a
single-stmnded positive-sense RMNA (ssRNA) penome (ICTV
2012). Some of the Pleornaviruses are limited to causing
infection in pigs and are considered to be important etiologic
agents of policencephalomyelitis, reproductive failure
{SMEDI syndrome), vesicular diseases, mivocanditis, pneumo-
nia, febrile illness and diarrhoea (Krumbholz et al. 2003).

Porcine enteric picornaviruses were previously classified
into the Enterovirus genus. Studies on the biological and
molecular features of Porcine enteroviruses led to their reclas-
sification into Porcine teschovirus (FTV), Porcine sapelovirus
(PSV) and Enterovirus 7 (EV-(), each belonging to three
distinct genera (Kaku et al. 2001; Zell et al. 2001;
Kmmbholz et al. 2002, ICTV 2012).

Pigs of all ages are susceptible to infection with Poreine
enteric picornaviruses (Prod&lalova 2012). PTV, PSVand EV-
G infections are usually nonpathogenic and circulate in
asympiomatic domestic pigs (Cano-Ciomez et al. 201 1;
Prodélalova 2012) and wild boars {Boros et al, 2012;
Prodélalovi 2012; Cano-(iomez et al. 2013).

Occasionally, depending on the serotype involved in the
infection, PTV clinical manifestations may inchde diarrhoea
and reproductive and respiratory disorders (La Rosa et al
2006). The most chamcteristic outcome of PTV infection is
neurologic disease, which can be mild (Talfan disease) or
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severe (Teschen disease), and is associated with the virulent
strain PTV1 (Cano-Gomez et al. 2013). PSV is confirmed to
replicate in the gastrointestinal epithelia and may be a causa-
tive agent of acute diarrhoea, respiratory distress and
polioencephalomyelitis in pigs (Lan et al. 2011). Infections
with EV-G are related to some virulent strains, which com-
monly cause cutaneous lesions (Knowles 1988).

Porcine enteric picornaviruses have been reported in do-
mestic pigs and wild boars of many countries in Asia (Kaku
etal. 2007; Lan etal. 2011; Lin et al. 2012; Moon et al. 2012;
Zhang et al. 2012), Europe (Zell et al. 2000; La Rosa et al.
2006; Buitrago etal. 2010; Sozz etal. 2010; Boros etal. 2011;
Prodélalova 2012; Cano-Goémez et al. 2013), and North and
Central America (Bangari et al. 2010; Salles et al. 2011; Shan
etal. 2011; Deng etal. 2012; Ventura etal. 2013). There are no
reports of PTV, PSV or EV-G infections from pigs in South
American countries.

Brazil holds an important position in the intemational pork
meat market, being the world’s fourth main producer and
exporter of pig meat (ABIPECS 2013). PTV, PSV and EV-G
have never been molecularly detected in Brazl. The potential
pathogenic role of these viruses in enteric, respiratory, neuro-
logic and reproductive disorders in pigs makes the surveil-
lance of infections and the determination of health status
important in these pig herds. The present study describes the
first molecular survey for the detection of PTV, PSVand EV-G
in Brazilian pig herds.

Materials and methods

The samples included in this study belong to a collection of
Brazilian pig faeces from 2010 to 2013 that were stored in
natura at4 °C. The faecal samples were sorted by pig age and
then randomly selected within individual farms where animals
were bred.

Porcine faecal samples from herds located in distinct geo-
graphical regions of Brazil were selected. Then faecal samples
were chosen according to the age of the animals, and only
faeces of suckling piglets (1 to 3 weeks old) and nursery pigs
(4 to 8 weeks old) were included.

A total of 40 pig faccal samples from herds located in 21
distinct cities of the Southem, Southeast and Midwest regions
of Brazil were evaluated. Seventeen faeces of normal consis-
tency from suckling piglets (n=10) and nursery pigs (n=7)
and 23 faeces which ranged from pasty to liquid from each pig
age group (suckling piglets, »=12 and nursery pigs, n=11)
were selected. The Brazilian states sampled were Rio Grande
do Sul (RS, »=9 from six cities), Santa Catarina (SC, n=7
from six cities) and Parana (PR, n=17 from five cities) of the
Southem region; Sdo Paulo (SP, n=2 from one city) and Minas
Gerais (MG, n=4 from two cities) of the Southeast region; and

@ Springer

Mato Grosso do Sul (MS, n=1 from one city) of the Brazilian
Midwest region.

Faecal suspensions were prepared at 10 to 20 % (w/v) in
0.01 M phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2) and centri-
fuged at 5,000 =g for 3 min. The supematants 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 RNA was cluted in 50 pul of
ultra-pure RNase-free diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated
sterile water and stored at —20 °C until use. An aliquot of
ultrapure autoclaved water was used as a negative control
during the nucleic acid extraction procedures.

Reverse transcription (RT) reaction was performed using a
denaturation solution of 13 pl, containing 5 ul of extracted
RNA, 500 ng of Oligo(dT);215 primer (Invitrogen™ Life
Technologies, Eugene, OR, USA) and 10 mM of total ANTP,
which was incubated at 65 °C for 5 min. Subsequently, it was
placed on ice for 5 min. A volume of 7 ul of RT-mix solution
containing 4 pl of 5% first-strand buffer (250 mM Tris-HCI
pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCh), 2 ul 0.1 M DTT and
200 U M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen™ Life
Technologies, Eugene, OR, USA) was mixed to the denatur-
ation solution and incubated at 37 °C for 50 min, followed by
an inactivation reaction at 70 °C for 15 min.

Polymerase chain reactions (PCR) followed by nested-
PCR (n-PCR) assays were performed for the identification
of each of the viruses using specific oligonucleotide primers
described by Krumbholz et al. (2003), which were designed to
bind to the highly conserved 5'-non-translated (5'-NTR) re-
gion of the virus genomes.

For the n-PCR assay, reactions were separately performed
for each virus in final solutions of 50 pl containing 2 pl first
round amplification product, 1% PCR buffer (20 mM Tris-HCl
pH 8.4 and 50 mM KCI), 1.5 mM MgCl,, 10 mM of total
dNTP, 10 pMol of each primer (forward and reverse) and 2 U
Platinum Tagq DNA Polymerase (Invitrogen™ Life Technolo-
gies, Sao Paulo, SP, Brazil). The reactions were performed in a
thermocycler (Swift™ MaxPro Thermal Cycler, Esco Health
Care Pte, Singapore) at 94 °C for 5 min for denaturation
followed by 30 cycles 0of 94, 55, and 72 °C/1 min and a final
extension at 72 °C for 7 min. The expected fragment lengths
of n-PCR amplified products were 158 bp (PTV), 212 bp
(PSV) and 313 bp (EV-G).

To confirm the specificity of the amplicons obtained in this
study, four positive faecal samples for the evaluated viruses in
single or mixed infections were selected for n-PCR amplicons
sequencing analyses. To facilitate the comprehension of the
results, faecal samples were named BRA/UEL1/11, BRA/
UEL2/13, BRA/UEL3/13 and BRA/UEL4/13. Two
amplicons for each of the viruses detected from these faecal
samples were sequenced. The n-PCR amplicons were purified
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by GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, Little Chalfont, UK), quantified with Qubit™
Fluorometer (Invitrogen™ Life Technologies, Eugene, OR,
USA) and sequenced in both directions with forward and
reverse primers in an ABI 3500 Genetic Analyser with the
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA). Sequence quality anal-
yses and consensus sequences were assembled using Phred/
Phrap/CAP3 software (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/
phph/). Similarity searches were performed with sequences
deposited in GenBank using the Basic Local Alignment
Search Tool—BLASTn 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 two-parameter model (MEGA version 5.
2.1), which provided statistical support via bootstrapping with
1000 replicates. Sequence identity matrix was performed
using the BioEdit software version 7.1.11 (http://www.mbio.
nesu.edu/bioedit/bioedit.html).

Results

Porcine enteric picornaviruses were detected in both suckling
piglet and nursery pig age groups in single and mixed infec-
tions (Table 1). Considering all of the samples, 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 suckling piglets.

According to the location, only 5 (PR, n=3 and RS, n=2)
out of the 21 cities that had pig herds evaluated did not present
positive results for the tested viruses. The Midwest region,
which was represented by one pig faecal sample from MS
state, presented positive results for PTV and EV-G in co-

infection. The South and the Southeast regions presented the
three tested viruses.

The positive samples selected for the sequencing analysis
presented single and mixed infections with two or three of the
viruses (Table 2). In the sequence analyses of the n-PCR
amplicons, it was possible to assemble consensus nt se-
quences for all of the amplified products with the expected
sizes, which were confirmed to be the related viruses in
similarity searches. Virus nt sequences herein were de-
posited in Genbank (accession numbers KF410643 and
KF410644 for PSV, and KF410645 and KF410646 for
EV-G), except for PTV, which is shorter than 200 bp.
These PTV Brazilian sequences are available with cor-
responding author in this study.

The similarities between Porcine enteric picornaviruses nt
sequences in this study and others available in GenBank
varied from 95.3 to 99.2 % for PTV, 94.2 to 98.5 % for PSV
and 86 to 100 % for EV-G.

The phylogenetic tree (Fig. 1) formed three well-defined
clusters according to the viruses. The Brazilian strains were
grouped together into related viruses, revealing the homology
between PTV, PSV and EV-G 5-NTR nt sequences of this
study and other published sequences, including different ge-
notypes of these viruses.

Discussion

This study focused on the establishment of a protocol for
molecular detection of PTV, PSV and EV-G for future studies
on epidemiology, pathogenesis and phylogeny of these viruses
in Brazilian pig herds. Accordingly, a small number of pig
faecal samples were evaluated. Pig farms located in distinct
geographical regions were considered as inclusion criteria of
faecal samples because the overall presence and distribution of

Table 1 Single and mixedinfections with parcine teschovirus (PTV), porcine sapelovirus (PSV'), and enterovirus G (EV-G) detected by n-PCR assays in

pig faecal samples of Brazil

FPorcine enteric Age group/faecal consistency Total
picornaviruses (n=40)

Suckling piglets Nursery pigs

(n=22) (n=18)

Normal (n=10) Diarrhoeic (n=12) Normal (n=7) Diarthoeic (n=11)
PTV - 03 - 02 05
PSV - - - - -
EV-G 01 03 01 - 05
PTV+PSV - - 02 - 02
PTV+EV-G 01 01 - 04 06
PSV+EV-G - - - - -
PTV+PSV+EV-G - - 03 02 05
Total 02 07 06 08 23
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Table 2 Positive samples for the porcine enteric picornaviruses that were selected for n-PCR amplicon sequencing analysis

Faecal sample State of origin Age (weeks) Consistency Porcine enteric picornaviruses

PTV PSV EV-G
BRA/UEL1/11 MG 3 Diarrhoeic +* - -
BRA/UEL2/13 PR 6 Normal + +* -
BRA/UEL3/13 PR 6 Normal +* +* +*
BRA/UEL4/13 PR 8 Normal - - +*

nPCR nested polymerase chain reactions, PTV Porcine teschovirus, PSV Porcine sapelovirus, EV-G Enterovirus G, MG Minas Gerais, PR Parana

“ Amplified products submitted to sequencing analysis

Porcine enteric picornaviruses in Brazilian pig herds was not
known. However, this was a limited study and was not intended
to be performed as an epidemiological survey.

The results of the first molecular screening for PTV, PSV and
EV-G from faecal samples of pigs presented herein confirm the
occurrence of infection by these viruses in the regions that
represent the three major Brazilian pig-producing areas. Vacci-
nations of pig herds in Brazil are performed for years for the

prevention of viral infectious diseases, such as porcine group A
Rotavirus, Porcine circovirus type 2 (PCV2) and Porcine
parvovirus. There are no vaccines commercially available against
Porcine enteric picornavirus infections, which discard the possi-
bility of vaccine virus strains circulation.

The specificity of the amplicons and the genetic relation-
ship of PTV, PSV and EV-G Brazilian wild type strains have
been demonstrated. Single and mixed infections with two or

Fig 1 Genetic relationship of
Porcine teschovirus (PTV),
Porcine sapelovirus (PSV) and
Enterovirus G (EV-G) of
Brazilian strains and other
published sequences which
represent Picornavirus genera.
Maximum likelihood
phylogenetic tree construction
using the kimura two-parameter
model based on partial (152 nt:
12901442 bp) 5"-non-translated
region of Brazilian strains.
GenBank accession numbers of
representative sequences and
PTV (* BRA/UELI/11 and »
BRA/UEL3/13), PSV (A BRA/
UEL2/13 and A BRA/UEL3/13)
and EV-G (» BRA/UEL3/13 and
® BRA/UEL4/13) Brazilian
strains presented herein are
indicated between parentheses.
Bootstrap values determined in 1
000 replications. (*) refer to PTV
nt sequences <200 bp: these PTV
Brazilian sequences are available
with the corresponding author of
this study
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three of the tested viruses detected from a small number of
suckling piglet and nursery pig faecal samples, as well as in
the majority of the distinct geographical regions, may be
indicative that the Porcine enteric picornaviruses are wide-
spread in Brazilian pig herds.

The results presented in this study showed that suckling
piglets were less frequently infected with Porcine enteric
picornaviruses, and not presented positive results for PSV
infection. However, considering that a limited number of
faecal samples were evaluated, it cannot be ruled out that
PSV is circulating in suckling piglets of Brazilian herds.
Studies reported that PTV infection is predominant in recently
weaned pigs, which is most likely due to the decrease in the
titres of maternal antibodies in addition to the mixing of young
piglets of different litters (Knowles 2006). Moreover, pigs of
all ages might be susceptible to PTV infection with a virus
serotype to which animals have not previously been exposed
(Knowles 2006). The susceptibility to PSV and EV-G infec-
tions in addition to PTV in different pig age groups has also
been demonstrated (Prodélalova 2012).

The PTV, PSV and EV-G have been related to different
clinical disease signs, including diarrhoea (Knowles 2006;
Lan et al. 2011); therefore, the faeces consistency cannot be
ignored. In this study, Porcine enteric picornaviruses have
been more frequently detected from diarrhoeic faecal samples
of both pig age groups. However, it was not possible to
determine an association of the virus presence and disease
due to the small number of samples evaluated. Moreover,
infections with other porcine enteric viruses (Rotaviruses,
Caliciviruses, Picobirnavirus, Aichivirus C and Torque teno
sus virus) were not evaluated. The PTV, PSVand EV-G RNA
detection from faecal samples of diarrhoeic and/or clinically
healthy piglets and weaned pigs could indicate that Porcine
enteric picornaviruses were not always associated with the
occurrence of diarrhoea.

High frequencies of Porcine enteric picornaviruses were
reported in other studies from different countries. The pres-
ence of these viruses in single or mixed infections was not
always associated to the occurrence of disease, and, therefore,
different strains of PTV, PSV and EV-G are considered non-
pathogenic and circulate in asymptomatic domestic pigs and
wild boars (Cano-Gomez et al. 2011; Boros et al. 2012;
Prodélalova 2012; Cano-Gomez et al. 2013). On the other
hand, there are few pathogenic strains, primarily of PTV and
PSV, which are responsible for clinical disease in affected
animals (Bangari et al. 2010; Lan et al. 2011).

Porcine teschovirus 1 is known to cause neurologic disor-
ders, but about 60 % of healthy pig population of Central
Europe is seropositive for this PTV serotype (Ventura et al.
2013). Studies suggested that immunosuppression caused by
infection with other viruses, such as PCV2 for example, might
trigger clinical manifestations of low-to-high virulence strains
of pathogenic PTV (Bangari et al. 2010; Ventura et al. 2013).

The morbidity, expression of severe clinical manifestations,
and mortality rates of Porcine enteric picornavirus infections
may be influenced by different factors, such as virulence ofthe
virus strains involved in the infection and concomitant infec-
tion with other virus agents. Moreover, it is possible that the
low morbidity and mortality reported on the field may be due
to Porcine enteric picornavirus infections are underestimated
by veterinarians and/or producers, who seek to diagnose only
infectious agents classically known to cause enteric, respira-
tory and neurologic diseases. In many cases, only when caus-
ative agent of clinical manifestations is not identified is
thought to search for other infectious agents. However, at this
stage may be a lack of interest by farm workers due to
infection time, costs for the diagnosis and production benefits.
These reasons reinforce that studies based on the molecular
epidemiology of Porcine enteric picornaviruses are relevant
in the surveillance of these infections.

To the best of our knowledge this is the first molecular
detection and characterisation of PTV, PSV and EV-G in
pig herds of a South American country, and the results
suggest the possibility of endemic circulation of these
viruses in Brazilian pig herds. Further investigations are
needed to provide additional information about the in-
fections and molecular epidemiology of PTV, PSV and
EV-G in Brazilian commercial pig herds.
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Molecular survey of porcine teschovirus, porcine sapelovirus,
and enterovirus G in captive wild boars (Sus scrofa scrofa) of
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Daiane G. Donin®, Raquel de A. Leme?, Alice F. Alfieri®, Geralde C. Alberton®
and Amauri A, Alfieri™

ABSTRACT.- Donin [UG., Leme F.A. Alfieri AF, Alberton G.C. & Alfieri A4 2015, Molec-
ular survey of porcine teschovirus, porcine sapelovirus, and enterovirus & in captve
wild boars (Sus scrofa scrofit) of Parana state, Brazil. Pesguise Veterindria Brasieira
35(5)-403-408. Laboratario de Virologia Animal, Departamento de Medicina Veteriniria
Preventva, Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Celso Garcia Cid, Campus Univer-
sitarig, Cx Postal 10011, Londrina, PR B5057-570, Brazil, E-mail: alfieriguslbr
Porcme teschovires (PTV), porcine sapelovines (P5Y), and enterovirus G [EV-G) are mfertions
azents specific to pig host species that are endemically spread worldwide, This study aimed
o LII\'EI:I.EE‘I:E'H:E natural infection by these porcine enteric picornaviruses in wild boars (Sus
serofr serofi) of Parana state, Brazil, and to evaluate peccaries [Pecari tojecy and Topessu pe-
cari) as alternatve haost species for these virnses. Fecal samples [r=34) from asympomartie
wild boars [n=22) with ages ranging from 2 o 7 months old (young, n=14) and 2 wm 4 pears
old [aduit, n=E) and from pecrcaries (6 to B months ofd, n=14) were collected from a farm and
a 200, respectively, both located in Parana state, Reverse transcription-polymerase chain reac-
zon (RT-PCR) and nested-FCR (n-PCR) assays targeting the 5'non-manslated region of the vi-
rus genome were used for ing the virmases. Porcine enteric pé i wers detected
m 12 out of the 22 wild boar fecal zamples, Arcording to each of the virwses, EV-G was most
frequendy (1122, 50%) detected, followed by FTV (10,22, 45.5%) and PS5V (422, 1B8.2%).
Regarding the age groups, young wild boars were more frequenthy (914, 54.3%) mfected with
PTV, PS5V, and EV-G than adult animals (38, 37.4%). One n-PCR amplified product for each of
the viruses was submitted to sequencing analysis and the nucleotide sequences were com-
pared with the related viruses, which showed similarites vanyng from 97.7% to 100% for FTV,
92.4% o 96.2% for P5Y, and 87,1% to 100% for EV-G. Peccaries tested negative for the vinses
and in this study they did not represent infection reservoirs. This soady is the first to report the
malerular detection of FTV, PSV, and EV-G from captive wild boars m a South American couniry
and the first to screen peccaries as aliemative host species for porcne enteric picornavings.

INDEX TERMS: Porcine teschovirus, PTV, porcine sapelovirus, PEV, enterovirus G, EV-G, wild
boars, Pecari tojeew, Sus scrofo scrofo, Topassuy pecar.

RESUMOD.- [Estudo molecular de teschovirus suino, sa-
pelovirus suine e enterovirns G em javalis (Sus scrofa
serofa) de cativeiro no Parana.] Teschovirus suina [FTV),

" Racalved e janusry 15, 2015,
Accepied for publication on March 5, 2005,

T laboratselo de W ligla Asisl, Departamests de Medicing Veterina-
Fla Frevestva, Unlversldede Foedeal de Londring [UEL), Rodovia Celso
Garda Chd, Campus Usiversiubris, O Posteld 10011, Londrina, FR 86057-
970, Brazil "orresponding suthor: alfierif uel b

" Dpir de Medicne Veterindria, Pabersbdade Federal 3o Para-
ndl [UFPR), R Phossiro 2153, Falotina, PR 85950-000, Brasil.

sapelovirus sumo (P5V) & enterovirus & (EV-G) sdo agentes
infecciosos espectficos da espécie suina que estio endemi-
camente disseminados em todo o mando, O objetive deste
estudo foi mvestigar a infecrdo natural por estes picor-
navirus enteérices suines em javalis (Sus scrofo scrofi) do
estade do Parana, Brasil e avaliar pecaris [Pecari tojecy &
Tapassu pecari) como hospedeiros alternativos para estes
virus. Amaostras fecais (n=38) de javalis assintomdticos
[r=2Z] com idades de 2 a 7 meses [jovens, n=14) e 2 a 4
anos [adultos, n=8) e de pecaris (b a @ meses de idade,
n=14) foram coletadas em um cativeiro e zooldgico, res-



404 Diatane G Denln etal

pectivamente, ambos localizades no estado do Parand A
transcrigdo reversa seguida por reagdes da polimerase em
cadeia [BT-PCR] & rested-PCE com alvo na regido 5-ndo
raduzida do genoma wiral foram utilizadas para a iden-
tificapdo dos viras. Picomavirus entéricos suinos foram
detectados em 12 das 22 amosiras fecais de javalis. De
acordo com cada um dos viras, EV-G fol mais frequente-
mente [11/22, 50%) detectado, seguide pelo FTV [10/22;
45/5%]) e PEV [4/22; 18.2%). Considerando os grapos de
idade, javalis jowens foram mais frequentemente [9/14;
54,3%) infectados com FTV, P5SV e EV-G do que o5 javalis
aduloos (38 37.4%). Um prodato amplificade na rested-
-PCR para cada um dos virus fol submetido 3 andlise de
sequenciamento e as sequéncias de nucleotideos foram
comparadas com virus relacionados, o que mosToU Qe as
similaridades variaram entre 97,7% a 100% para o PTV,
92,4% a 94,2% para o P5V e B7,1% a 100% para o EV-G.
(5 pecaris foram negativos para as viroses myvestigadas e
neste estude ndo se apresentaram como hospedeiros al-
ternatives para as infecdes. Este estado € o primeiro a re-
latar a deteccao molecular de FTV, PSV e EV-G em javalis
de cativeire de um pais da América Latina e o primeiro a
avaliar pecaris como espécie hospedeira alternativa para
picornavirus entéricos sulnos,

TERMOS DE INDEXACAD: Teschowinus suima, FTV, sapefowimes suf.
ma, PEV, enterovirus G, EV-G, javalis, Peoen tojacy, Sus scmfe scrofie,
Tagvessu pecart.

INTRODUCTION

Porcine teschovirus ([PTV), porcine sapelmirus [P5Y), and
enterpvirus & [EV-G), also known as porcine enteric picarna-
viruses, are common pathogens that only cause infections
in pigs These wiruses belong wm the Picornaviridae family
and are small, non-enveloped, and hawve a single-stranded
positive-sense RMA [5sRENA) genome [ICTV 2013

Porcine enteric picornaviruses have previously been
classified in the Enterovirus geous, which was composed
of at least 13 species, named PEV1 through PEV13. Sm-
dies on the biological and molecular features of porcine
enterovirases have led to their reclassification into 3 dis-
tnct genera, The species PEV1 to 7 and PEV11 to PEV13
have been reclassified into the genus Teschowvirus, which is
composed of different serobypes of a single species named
porcing teschovirus (Kaku et al. 2001, Zell et al 2001). The
species PEVE was named as porcine enferovirus A and was
later renamed porcine sepelovirys, representing the unigue
porcine host speries of the new genus Sapelovirus (Krum-
bholz et al. 2002). The species PEVY and PEV10 have been
classified info the genus Erterovirus, species porcine ente-
rovirus B (PEV-E), which was recently renamed as enterovi-
rus & (Erumbholz et al. 2003, ICTV 2013],

The majorities of the PTY, PS5V, and EV-G serotypes are
non-pathogenic and circulate worldwide in asymptomatic
domestic pigs (Cano-Gamez et al. 2011, Prodélalova 2012),
However, depending on the virus serotype and infecton
conditions, these picomavirases may be considered mm-
portant etiological agents of enteric, respiratory, reprodac-
tve, ar neuralogical disorders (Bangari et al 2010, Venmara

Fedg. Vel Brad. 35[5): 403408, sl 2015

et al. 2013), Climical manifestations may include diarrhea,
pneumania, febrile illness, vesicular diseases, reproduczve
failure [SMEDI symdrome), myocardits, and policencepha-
lomyelitis (Krumbholz et al. 2003).

Studies performed in different geographical regions
throughout the world revealed that PTV, P5V, and EV-G
are ubiguitous and have been reported in Asia (Baku 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, Sczzi et al. 2010, Boros et al
2011, Prodélaleva 2012, and the Americas (Bangari et al
2010, Salles et al. 2011, Shan et al, 2011, Deng et al. 2012,
Yentura et al. 2013, Donin et al. 2014].

The role of wild boars (Sus scrofa serofa, Suidoe fami-
Iy} as a reservoir of infectious disease for other domestic
animals and human popualations has been discossed for
years [Ruiz-Fons et al, 2008, Meng et al 200:9), Wild boars
are susceptible to mfecons by virnses that also affect do-
mestic pigs (Sus scrofe domesticus), such as poreine group
Arotavirus [PoRVA), porcine circoviras type 2 (PCV2), he-
patitis E virus (HEV), Aujeszicy disease virus (ADV), por-
cine parvovirus (FFV), porcine reproductive and respira-
tory syodrome virws [PRESY), classical swine fever virus
[C5F), orgue teno sus virus ([T T5uV), influenza A virus,
and gthers (Ruiz-Fons et al. 2008, Meng et al. 2009, Oka-
dera et al. 2013, Biondo et al. 2014), These animals are
also susceptible to infections by FTV, P5V, and EV-G, which
were described in asymptomatic wild boars in Hungary
(Boros et al. 2012a, Boros et al 2012b), Spain [Cang-
-Gomez et al. 2013), and the Czech Republic [Prodélalova
2012).

The uncontrolled growth of the wild boar populatons
has been observed worldwide over the last decades. Wild
boars can easily adapt o different food and emvironmen-
tal conditions, which, together with other enabling factors,
favor the wide geographical disTibution of this animal spe-
cies [Bieber & Ruf 2005). In Brazil, there is a similar scena-
rin, in which wild boars are present in many states, m both
free and captive situadons [Deberds & Scherer 2007).

Peror tojocu and Tapessu peogri, also known as “catetn”
and “queizada’, respectively, are wild animals earlier belie-
ved to be related to the genus Sus and reclassified as genera
Pecari and Tayessy into the Tayassuidoe family (Taber et al
2011}, Sus serofa, Pecard tajary, and Tayassy peoart belang
to the same order [Artiodactyin) and largely distribated in
distinct geographical regions of Latn America,

The health statas of South American wild boar popula-
tions in regards to porrine picornavinis natural infection is
not known, Due o the increase in wild boar populations in
Brazil, the role these animals may play as reservoirs for vi-
ral infectious diseases, and the recently reported endemic
circulation of porcine enteric picornavimases in Brazilian
pig herds (Domin et al. 2014), this study aimed to invest-
gate the occurrence of namral infecdon by FTV, P5W, and
EV-G from the wild boars of Parana state, Brazil. Additio-
nally, these porcine enteric picornaviruses were evaluated
in Peoori tojmeu and Tayassu pecart, both generally called
peccaries, in order to imvestdgate a possible alternative host
species for these viruses.
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MATERIALS AND METHODS

This study & b= ot with the ethicsd peinciples complied
by the Brazilian College of Animsl Experimentation [COBEA) and
wic spproved by the Asimais Use Bthics Comminise [CEUA/pro-
ool number 22/2013) of the Usiversidede Fodensd do Parand -
Paloting sector.

Thirty-aix fecsl samples from wild animals of Perand state,
socthern Brael, were eviduated. Young (20 7 months old, a=14)
and wdelt (2 w 4 yews old, 1+8) symplasatic wild boars liv
Ing o8 2 flirm [25"27°185%; S4°25'41L8"W) were sampled s
June, 2013 The Grm wic licensed by the Brazian Insttue of
Ervircemest ssd Renewable Netursl Resources ~ IBAMA [reg-
Istration nember 02017019336/97-06). Pecar) tafocy (a=5) and
Tuyasu pecar! (nw9) ssimal species with ages ranging 6 W 8
toonths old were saregled on & 200 locited In the Natursd Reserve
Park of Cascavel cizy (24°S7°21"5, 53°27°18"W) s March, 2014
The anlmuals were maintained I captivity, 2ed no comtact with
dosseatic pigs, and were bred In 3 Ivestock-like mansgement
systarm, Sllowing the requirements commonly appled o com-
roercial plg herds In Bracl, of the collected focul samples
were properly labelied and sealed sad stored st 80°C vatl] el
For amadysis.

Focul ssspessions were prepured at 10 20 20% (w/V) In 0.01
N phopiste Sulfered seline (PSS, pH 7.2) sad cestrifoged at
5000 x g for 3 mie The scpematints were ssed for scclede sad
exraction

RNA wus extracted uilsg « comdlnation of phescl/chlore-
form fscamyl slcobel (25:24:1) and silica/guanidisium o
thiocysnai sudelc addd extraction methods (Booss et ol 1990,
Alfler! et «& 2006). The RNA was eluted In 50 i of uluspare
RNase-Tree dethylpyrocarbonste (DEPC)-trested sterfie waler
and mmedlately sudsited 0 & reverse inscriptions resction
[RT) assuy. One porcise entenic pleormuvirus poaitive fecel sess-
ple (BRAJUEL3/13 GenBuank socession numbers KF410644 and
KF410645), sad an aliguet of ultrapure sutockived witer wate In-
cluded as positive and segutive contrels, repectively, during the
necdele wdd extraction sad the procedures.

Polymersse chads resction (FCR) and neied - FCR (= PCR) ss-

auys were performed usleg primers for esch of the viruies, Lege-
mglhs -non-tsnsisted reglon (5-NTR) of the porcise snteric
mm gesomes (Krumbhoiz et al 2003). The technigue
u&a‘dmym:unlzm;
mumnm (Dosin et 4l. 2014). The
dw!ﬂnpﬂﬂdpm@mmlssbpmnz»
[PSV). and 313 bp (EV-G).

One amplfied product is the n-FCR assay for ench of the viru-
ses was randomly selected for sequencing and piylogens Uc analy-
sis The n-FCR amplicons were puried by GFX™ FCR DNA and
the Gel Band Purtfication Kt (GE Healthoare, Little Ohaliont, UK),
Quanifed with & Qubir™ Fluarometer (Tnvitrogen™ Life Tochmo-
logles, Eugene, OR, USA)L and sequenced (n both directions with
forward sed reverse primmers in an ABI 3500 Gesetic Anslyser
with the BlgDye™ Termisstor v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applled
Bloaystems®, Foater Clty, CA, USA). Sequesce quality sssdyses and
consentes suclectide (at)

ces deposiied In GesBank using the Baslc Local Alignment Sear-
ch Teol - BLAST software (hip://blastachlsin sth gov /Blat
i) A phylogenetic tree, based cn nuclectides, was chluised
wling MECA version 605 (Tamnurs ot i 2013) by the musimus
Iielthood stattsncs] methad dased on the Rk two-parameter
model, which provided stathitical sepport vis bootstrapping with
1,000 rephcates. A sequence Mentity ratix wis performned ssing

the BoEditsoftware version 7.1.11 (e / f'www mbloscesedu/
Eloedit/doediLhaml).

Porcime enteric plcomastruses were detected in 12 of the
22 wild boar fecal samples analyzed. Constdering all of the
samples, EV.G was detected mast frequently (50%, 11/22),
fodlowed by PTV (45.5%, 10/22). PSV was the Jeasz (182%,
4/22) common virus present in the fecal samples evaloated
and was not detected in the adult wild boar group.

Double PTV and EV.G (22.7%, 5/22) and triple PTV, PSV,
and EV.G (182%, 4/22) Infections were more frequently
detected, followed by EV.G [9.1%6, 2/22) as a singie Infec
ton Regarding the different ages, 2- to 7-moath-old witd
boars presented with a higher frequency (64.3%, 5/14) of
enteric plcornavirases than animals aged 2 to 4 years-old
(37.5%, 3/8). The results are summarized in Table 1. Fecal
samples from Pecart tajacy and Tayassy pecari tested nega-
tve for the 3 viruses.

Table 1. Singie and mixed infections with percine teschowing
(PTV), percine sapefovirus (PSY), and enterovirus € (EVG)
detected by n-PCR assays from focal sampies of wild boars

(Sus serofe soraf) In Parand state, Brazil

Tooal

Porcine ertarx lf’mp
(e=22)

plarTonirase Young Adait
(200 7 montts od) (204 pearcdd)
14 il

n¥2:8' 8B

o

IV e G 04 o0
Dés -
m o

The sequencing of cae amplicon per each virus con-
firmed the specificity of the amplified produocts. The frag.
ment sizes of amplicons were 157 nt for FTV (BRAJUEL-
“WE01/13, mt sequences <200 bp; therefore mot submiteed
tn the GenBank and avallable at the Figure legend herein),
211 nt for PSV [BRA/UEL-WH20/13, GenBank accession
nuamber KJ187770). and 313 for EV-G {(BRA/UEL- WB4&0/13,
GenBank accesston mumber K|187771).

Porcine enteric plcornavtrus ot sequences In this study
and others avafiable in GenBank presented similarities
varying from 98.4 o 1009 for PTV, 92.4% to 96.2% for
PSV, and B7.1 to 592 % for EV.G. The simBlarities of se-
quences herein with other nt sequences from FTV, PSV,
and EV.G Hrazillan fleld strains previously reported varied
from 97.7% to 58.4% for PTV, 95.4% for PSV, and 9%.2%
0 100% for EV-G. The phylogenetic tree formed 3 dusters,
with each of the porcine enteric picormavirus strains from
wild boars of Brazll dustered together with thelr related
viruses. The different serotypes of PTY, PSY, and EV.G eval-
wated In this study are presented in the phylogenetic tree,
with the GenBank accession number of each of the virus

sequence presented In parentheses (Figl).

Peg Vet Hirec 3508 14034010, mato 2015
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Fig 1. Maximum liketihood phylogenetic tres construction using the kimura twe-parameter model hased on the pardal {130 nt] 5 nom-

<translated reglon of porcne enteric ploornavinus strains avallabe in GenBank,

by published of Brazillan siralns

[indicated by o - FT¥, & - FS¥, and o - EV-G) and Brazilian FTY (# ERAFUEL-WEOL,/13], PSY [& BRAJUEL-WHE20,/ 13, and E¥V-G
[m ERAUEL-WE40;/13] wild boar strain sequences in this study. A bovine kobuwitus nt sequence was wed a5 the cutgroup. The
GenBank accession numbers of the representathe sequences and Brazilian strains presented herein ane Indicated |n parentheses.
Ecotstrap values determined In 1,000 replications. [*] refer tn FTV Nt sequence < 200 by this FTY Brazillan ssquence |s: GAAA:
GACCTGCTC TG UG GAGCTAAAGCGCAATTGTCADCAG GTATTGCACCAATEG TOGCEACAGGETACAGAAGAG CAAGTACT CCT GACT GG G-
CAAT GGG AT CAT TG CATATOOS TAG GEADCTAT TEAGATT TETCTG GGG COCADCAGLE.

DISCUSSION

To the best of our knowiledge, this ks the first molecular re-
part of porcine enteric plcomaviruses in wild boars from
a South American country. The genetic relationship of the
FTV, PSY, and EV-G strains from Braziliam wild boars with
other sequences, |ncluding different serotypes of these
viruses, was demonstrated In the phylogenetic tree. The
detection of the three porcine enteric ploomaviruses was
performed for the highly conserved region of the 5'-NTR
of the virus genomes and the primer sets used were suit-
kle for specific detection and differentiation of these three
parcine eateric pleornaviruses. However, a genomic region
under higher selection pressure, such as VP1 gene, should
ke more useful for deeper phylogenetic analyses and class-
fimtion of the Brazillan wild-boar strains herein

Pss, Vel Brae 3551403408, e 015

The averall frequencies of each virus detected herein
are gmilar to a study performed in the Czech Republic, in
whilch EV-G was most commoaly detected, followed by PTV
and PSY in the 72 fecal samples evaluated from wild boars
up to 1 year of age [Prodélalovd 201Z). Conddering single
and mixved Imfections, the resualts of both of these studies
[Prodéalovd 201 2) are also convergent, with FTV and EW-G
double infections detected in higher frequendes, followed
by the triple viral infections In both studies, PSV was de-
tected with the least frequency. However, we are aware
that thiz iz a limited study and a higher number of amples
should be evaluated for an adequate comparizon with re-
sults from other studies.

A study performed in Spain reported that FTV was mare
frequently detected than PEV and, as it was ohserved in the
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results of the present stody, single infectons by PSV were
neot identified [Canc-Gimez et al. 2013). Despite some di-
flerences in the PCR techniques, protocols, and ages of the
evabuated animals In the two previous reports [Prod élalovd
2012, Cano-Gdmez etal. 2013] and in this study, the results
are based on molecular assays that target the 5-NTH ne-
glan of the porcine enteric picornaviras” RNA. The similz-
rities amang the results presented herein, in the Czech and
Spanish studies may indbmte that wild boars are more sus-
cepiihle to infection by EV-G and FTV. In addithon, Boros «t
al. [2012a) proposed a novel EW-G genotype, prosisionalby
named PEV-15, after characterizing the complete genome
sequence af an EV-(G strain from a wild boar. This same re-
search group also suggested that there may be FTV stralns
well-adapted or spedfic to wild boar host species [Boros et
al. 2012h).

The age-dependent prevalence of pordine enterc pi-
cornawinas infections ks not well defined. Bazed an results
from domestc plgs, animals of all ages are susceptihle i
enteric pleornavirus Infections. However, the infection fre-
guency af these viroses varbes within the age groups. Boros
etal [2011) evaluated fecal samples of 10-day-old, 4-week-
=ald, and Z-month-cld pigs for EY-G and detected positive
results oaly In the younger age groop. On the ather hand,
the investgation of EV-G infection in plgs with ages varying
from 4 to 26 weeks detected that 10- to 15-week-old ani-
mals were mare frequently Infected with this viml species
[(Yamgetal 2013}

Another study investigated FTY, PSY, and EV-G in su-
ckling [= 4 weeks of age], post-weaning [4-12 weelks of
age], slaughter (& months of age), and adult plgs and de-
tected the 3 viruses in all age growps, except for PSY, which
was nat detected in adult animals [Prodélalovd 201Z). In
cantrast, a Brazilian study reported the 3 vinoses in post-
-weaning pigs [4-# weeks old)] buot did not detect PEV in
suckling piglets [1-3 weeks old) (Donin et al. 2014). Co-
-infections with 2 or 3 porcine enteric picormaviruses were
common In the different age groups [Prodéllovd 2012,
Cano-Gimez etal. 2013, Donin et al 2014]).

Age-related stodies of wild boar enteric picornawinas
Imfections are rare, and the results from this animal species
must he compared with domestic pig-based data, which are
also limited. The present study detected FTV, SV, and EY-G
more frequently in animals up to T months of age refati-
ve to adult [2- to d-year-old) wild boars. Ancther research
group reported high frequencies of positve results for EY-G
and PTV infections in &- and B-week-old wild boars [Boras
et al 2012a, Boros et al. 2012b). Due to the lack of data,
the results from these studies represent supplementary in-
formation that should be used in further age distribution
Imvestigations of pordine enteric pboormavirus infections in
wild boars.

Suws soroffa, Pecard and Tawassu pecor! are pheno-
typically and behaviomlly similar and largely distributed in
distinct Latin Amercan reglons. For these reasons, pecce-
ries were evaluated as possible alternathee host spesches for
parcine enteric picornavirases. Pecarles tested negative
for the winuses and In this study they did not represent in-
fection reservoirs.
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and mizrevir & b cpiive wild boean [ S s o] &7

It ks believed that wild boars were largely introduced
Imto Brazilian terrtory In the beginning of 19905 through
the border with Uraguay, possibly mothvated by food de-
mands or due to clandestine impart for breeding reasons
In that same decade, wild boars were Imported from Earo-
pe and Canada, which were also Intended for breeding, Ho-
wever, some animals escaped from captivity and, currently,
their offspring are sdll free living. Despite the efforts of
the Brazillan government to control the growth of the wild
koar popualation, this animal species is currently presentin
many states of Brazl, living free or In captivity [Deberdt &
Scherer 2007).

Wild boars were noted to be possible infectious dise-
ase sources for lvestock and for humans [Ruiz-Fons et al
2008, Meng et al. 200/9]; some of these diseases are Inclu-
died in the World Grganization for Animal Health's [OIE]) lst
of notifiable diseases and infections [OIE 2004). Many of
the reported wild boar virus infections, such as HEV, PoR-
WA, and porcine influenza A winos are known to infect other
animal species and are considered important zoonotic di-
seases [Ruolz-Fons et al. 2008, Meng et al. 2009, Okadera et
al. 2013, Blondo et al 201 4). Therefore, the potential risks
of disease transmission among wild animals and livestock
and for the human population cannot be ignored.

CONCLUSIONS

The expansion and intensifiction of llvestods produoc-
Hon systems requires the coastant surveillance of emer-
ging and reemerging infectious diseases.

The introdection of microorganisms asodated with
wild animals in livestock-based frming systems, the in-
terspedes transmission due to Increased contzct between
domestic and wild animals, and the adaptation [genetic
mutation] of pathogens to altemative animal species are
factors that highlight the Importance of the malecular epi-
demiclogical monitoring of enteric microbial and potential
pathogens in farm animals.

To the authors” knowledge, this stody represents the
first molecular screening for FTV, PSY, and EV-G from these
wild animal species of Latin America.

The surveillance of infectious diseazes In wildlife spe-
cies may pasitively impact animal welfare, lvestock pro-
duction, and the environment and public healthe
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5 CONCLUSOES

A infeccdo por TV-A, SV-A e EV-G esta disseminada em rebanhos de suinos
domésticos de importantes regides brasileiras (Sul, Sudeste e Centro-oeste) produtoras

de suinos.

Infeccdes singulares e mistas pelos PEVs s&o comuns em animais de 1 a 8 semanas de
idade.

Suinos de todas as faixas etarias estdo suscetiveis a infeccdo pelo TV-A em maior

proporcéo, seguido pelo EV-G e SV-A.

A frequéncia de infec¢do 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 frequéncia, pelo SV-A.

Javalis jovens (2 a 7 meses) apresentam maior frequéncia de infeccdo por PEVs do

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

Neste estudo, catetos e queixadas ndo foram considerados reservatorios da infeccdo

para os PEVs.

TV-A, SV-A e EV-G devem ser incluidos no diagnostico diferencial de enfermidades

gue cursam com sinais clinicos semelhantes aos manifestados por estes agentes virais.
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APENDICE A

Sequéncias Genomicas

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
TCCGCATACCCCACGGGCGACCGTGGCGGAGGCCGCGTGGCGGCCCGLCCTATGG
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

a &~ w D P

© © N o

24.

25.
26.

Acetona, P.A. (CH;COCHj3) P.M. 58,08 (Dinamica®)

Acido acético glacial, P.A. (CH;COOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)

Acido bérico (H3BO3) P.M. 61,83 (Sicalab®)

Acido cloridrico (HCI) P.M. 36,46 (Reagen®)

Acido etilenodiaminotetraacido sal di-sédico — EDTA, P.A. (C1oH14N»0gNa»2H,0) P.M.
372,24 (Reagen®)

Agarose (Invitrogen Life Technologies®)

Agua DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies®)

Alcool etilico absoluto (C,H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

Alcool isoamilico ((CH3),CHCH,CH,0H) P.M. 88,15 (Synth®)

. Azul de bromofenol (Sigma®)
11.
12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

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

Borohidreto de sédio P.M. 37,83 (Sigma®)

Brometo de etideo (C,1H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

Cloreto de célcio puro (CaCly) P.M. 110,94 (Invitrogen Life Technologies®)

Cloreto de magnésio 50 mM (MgC,) (Invitrogen Life Technologies®)

Cloreto de potéssio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

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

Cloroférmio, P.A. (CHCIs) P.M. 119,38 (Dinamica®)

Dimetil sulféxido (DMSO) C2H6SO (Sigma®)

Di6xido de silica (SiO,) P.M. 60,08 (Sigma®)

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

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

dNTP Set (100 mM), 4 x 250 pL; 25 pmol cada (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP
Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen Life
Technologies®)

Dodecil sulfato de sodio — Lauril Sulfato de S6dio — SDS (C1,H25Na0,4S) P.M. 288,38
(Synth®)

Fenol (CsHsOH) P.M. 94,11 (Invitrogen Life Technologies®)

Fosfato de sédio dihidratado (Na;HPO, . 2H,0) P.M 177,99 (Merck®)



27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Fosfato de sddio monobasico (NaH,PO,. 2H,0) P.M. 155,99 (Reagen®)

Fosfato de sddio dibasico anidro (Na;HPO,) P.M. 141,96 (Synth®)

Glicose (CgH1,06) P.M. 180,16 (Reagen®)

Hidréxido de sédio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinamica®)

Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®)

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

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

Oligonucleotideo iniciador (primer) TV-A Forward/PCR — Pev-1a (forward; 5°-
AGTTTTGGATTATCTTGGCCC -3"; nucleotideo (nt) 76-97) Krumbholz et al. (2003)
200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) TV-A Reverse/PCR — Pev-1e (reverse; 5'-
CGCGACCCTGTCAGGCAGCAC -37; nucleotideo (nt) 391-371) Krumbholz et al.
(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) TV-A Forward/nested-PCR — Pev-1c (forward; 5°-
TGAAAGACCTGCTCTGGCGCGAG -37; nucleotideo (nt) 178-200) Krumbholz et al.
(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) TV-A Reverse/nested-PCR — Pev-1d (reverse; 5'-
GCTGGTGGCCCCAGAGAAATCTC -37; nucleotideo (nt) 335-312) Krumbholz et al.
(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) SV-A Forward/PCR — Pev-8e (forward; 5°-
CTTAAGGTGGTTGTATCCCCTAC-3"; nucleotideo (nt) 23-45) Krumbholz et al.
(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) SV-A Reverse/PCR — Pev-8f (reverse; 5'-
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TTCAACTGACTATACTAGTTACAGG -37; nucleotideo (nt) 435-411) Krumbholz et al.

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

Oligonucleotideo iniciador (primer) SV-A Forward/nested-PCR — Pev-8g (forward; 5°-
ATGGCAGTAGCGTGGCGAGCTAT -37; nucleotideo (nt) 131-153) Krumbholz et al.
(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) SV-A Reverse/nested-PCR — Pev-8h (reverse; 5 -
GTAATGCCAAGAGCATGCGCCA-3; nucleotideo (nt) 342-321) Krumbholz et al.
(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) EV-G Forward/PCR — Pev-9a (forward; 5°-

GTACCTTTGTACGCCTGTTTTA -3"; nucleotideo (nt) 96-117) Krumbholz et al. (2003)

- 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)



43.

44,

45.

46.

47.
48.
49.
50.
51.
52.
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Oligonucleotideo iniciador (primer) EV-G Reverse/PCR — Pev-9b (reverse; 5'-
ACCCAAAGTAGTCGGTTCCGC -37; nucleotideo (nt) 586-566) Krumbholz et al.
(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) EV-G Forward/nested-PCR — Pev-9c (forward; 5°-
CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG -37; nucleotideo (nt) 197-217) Krumbholz et al.
(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) EV-G Reverse/nested-PCR — Pev-9e (reverse; 5-
GTTAGGATTAGCCGCATTCAGGGG -37; nucleotideo (nt) 509-486) Krumbholz et al.
(2003) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

PCR-buffer (10x) (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KClI) (Invitrogen Life
Technologies®)

Platinum Tagq DNA Polymerase recombinant 500 units (Invitrogen Life Technologies®)
Oligo (dT)12.18 Primer

QuantIT ™ dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies®)

Sacarose, P.A. — sucrose (C12H22011) P.M. 342,31 (Reagen®)

Triton x-100

Vermelho de fenol (C1gH1405S) P.M. 354,38 (Reagen®)
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ANEXO B: SOLUCOES E TAMPOES

Solucbes e Tampoes

e Dilui¢do dos primers

PCR para detecgdo da regido 5S’NTR do genoma do Teschovirus A
- Primer forward- TV-A PCR

Sequéncia: 5’- AGTTTTGGATTATCTTGGCCC - 3’

Posicéo: 76-97

Concentracédo: 30,6 nmoles

Data de fabricacdo: Mar / 2013

30,6 x 1000 = 30600 pmoles
30600/ 200 = 153

Primer mé&e (200 pmol/uL): ressuspender em 153 uL de agua MilliQ autoclavada para

obtencdo de solugédo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ autoclavada

- Primer reverse- TV-A PCR

Sequéncia: 5’- CGCGACCCTGTCAGGCAGCAC - 3’
Posicdo: 391-371

Concentragédo: 29,7 nmoles

Data de fabricacdo: Mar / 2013

29,7 x 1000 = 29700 pmoles
29700/ 200 = 148,5

Primer mae (200 pmol/uL): ressuspender em 148,5 uL de 4gua MilliQ autoclavada para

obtencéo de solugéo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ autoclavada



Nested-PCR para detecgdo da regido 5S’NTR do genoma do Teschovirus A
- Primer forward- TV-A nested-PCR

Sequéncia: 5°- TGAAAGACCTGCTCTGGCGCGAG - 3’

Posi¢édo: 178-200

Concentragédo: 24,8 nmoles

Data de fabricacdo: Mar / 2013

24,8 x 1000 = 24800 pmoles
24800/ 200 =124

Primer mé&e (200 pmol/uL): ressuspender em 124 uL de agua MilliQ autoclavada para

obtencdo de solugédo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ autoclavada

- Primer reverse- TV-A nested-PCR

Sequéncia: 5°- GCTGGTGGCCCCAGAGAAATCTC - 3°
Posicdo: 335-312

Concentragédo: 32,8 nmoles

Data de fabricacdo: Mar / 2013

32,8 x 1000 = 32800 pmoles
32800 /200 = 164

Primer méae (200 pmol/uL): ressuspender em 164 uL de 4gua MilliQ autoclavada para

obtencéo de solugéo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ autoclavada

PCR para deteccio da regido 5S’NTR do genoma do Sapelovirus A

- Primer forward- SV-A PCR
Sequéncia: 5°- CTTAAGGTGGTTGTATCCCCTAC - 3’
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Posigéo: 23-45
Concentracdo: 30,7 nmoles
Data de fabricacdo: Mar / 2013

30,7 x 1000 = 30700 pmoles
30700/ 200 = 153,5

Primer mée (200 pmol/uL): ressuspender em 153,5 uL de 4gua MilliQ autoclavada para

obtencéo de solugédo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ autoclavada

- Primer reverse- SV-A PCR

Sequéncia: 5’- TTCAACTGACTATACTAGTTACAGG - 3’
Posicdo: 435-411

Concentragédo: 32,9 nmoles

Data de fabricagdo: Mar / 2013

32,9 x 1000 = 32900 pmoles
32900/ 200 = 164,5

Primer mé&e (200 pmol/uL): ressuspender em 164,5 uL de agua MilliQ autoclavada para

obtencéo de solugéo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mé&e (1:10) em agua MilliQ autoclavada

Nested-PCR para detec¢do da regido 5S’NTR do genoma do Sapelovirus A
- Primer forward-SV-A nested-PCR

Sequéncia: 5°- ATGGCAGTAGCGTGGCGAGCTAT- 3’

Posi¢do: 131-153

Concentracdo: 39,7 nmoles

Data de fabricacdo: Mar / 2013
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39,7 x 1000 = 39700 pmoles
39700/ 200 = 198,5

Primer mée (200 pmol/uL): ressuspender em 198,5 uL de 4gua MilliQ autoclavada para

obtencéo de solugédo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ autoclavada

- Primer reverse- SV-A nested-PCR

Sequéncia: 5°’- GTAATGCCAAGAGCATGCGCCA - 3°
Posicdo: 342-321

Concentragédo: 28,1 nmoles

Data de fabricagdo: Mar / 2013

28,1 x 1000 = 28100 pmoles
28100/ 200 = 140,5

Primer mé&e (200 pmol/uL): ressuspender em 140,5 uL de agua MilliQ autoclavada para

obtencéo de solugéo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mé&e (1:10) em agua MilliQ autoclavada

PCR para deteccdo da regido 5’NTR do genoma do Enterovirus G
- Primer forward- EV-G PCR

Sequéncia: 5°- GTACCTTTGTACGCCTGTTTTA -3’

Posicdo: 96-117

Concentracdo: 37,1 nmoles

Data de fabricacdo: Mar / 2013

37,1 x 1000 = 37100 pmoles
37100/ 200 =185,5
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Primer mae (200 pmol/uL): ressuspender em 185,5 uL de agua MilliQ autoclavada para

obtencéo de solugéo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ autoclavada

- Primer reverse- EV-G PCR

Sequéncia: 5°- ACCCAAAGTAGTCGGTTCCGC- 3’
Posicdo: 586-566

Concentragédo: 40,5 nmoles

Data de fabricacdo: Mar / 2013

40,5 x 1000 = 40500 pmoles
40500 / 200 = 202,5

Primer mé&e (200 pmol/uL): ressuspender em 202,5 uL de agua MilliQ autoclavada para

obtencdo de solugdo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ autoclavada

Nested-PCR para detec¢do da regido 5S’NTR do genoma do Enterovirus G
- Primer forward-EV-G nested-PCR

Sequéncia: 5’- CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG- 3’

Posicdo: 197-217

Concentragédo: 28,6 nmoles

Data de fabricacdo: Mar / 2013

28,6 x 1000 = 28600 pmoles
28600/ 200 = 143

Primer mae (200 pmol/uL): ressuspender em 143 uL de 4gua MilliQ autoclavada para

obtenc&o de solugédo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mée (1:10) em agua MilliQ autoclavada
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- Primer reverse- EV-G nested-PCR

Sequéncia: 5’- GTTAGGATTAGCCGCATTCAGGGG - 3’
Posicdo: 509-486

Concentracédo: 32,1 nmoles

Data de fabricagdo: Mar / 2013

32,1 x 1000 = 32100 pmoles
32100/ 200 = 160,5

Primer mae (200 pmol/uL): ressuspender em 160,5 uL de agua MilliQ autoclavada para

obtencéo de solugéo 10x [ ]

Primer uso 1x [ ] (20 pmol/uL): diluir o primer mé&e (1:10) em agua MilliQ autoclavada

e Diluicdo de ANTP
- solucgéo estoque (100 mM) — 100 uL de cada dNTP
- solucdo uso (10 mM) — 10 pL da solugdo estoque + 90 uL de agua MilliQ autoclavada

e Fenol / cloroformio — alcool isoamilico (25:24:1)
- 25 mL de fenol saturado em &gua
- 24 mL de cloroformio

- 1 mL de alcool isoamilico

e Gel de agarose a 2%

- 1 g de agarose

- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; acido borico 89 mM; EDTA 2 mM) pH 8,4
- 20 pL de brometo de etideo (0,5 ug/mL)

e Hidratacao da silica

- 60 g de silica (SIGMA®)

- Adicionar 500 mL de agua MilliQ autoclavada

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h

- Por succéo, desprezar 430 mL do sobrenadante
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- Ressuspender a silica em 500 mL de agua bidestilada
- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar

- Desprezar 440 mL do sobrenadante

- Ajustar o pH (pH 2,0)

- Aliquotar e autoclavar

e SDS10%
- 5 g de dodecil sulfato de sddio — Lauril sulfato de sédio — SDS (C12H25Na0,4S)
- 4gua bidestilada g.s.p. 50 mL

e Solucio L6

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

-22mL de EDTA 0,2 M pH 8,0

- 2,6 g de Triton x100

e Solugao L2
- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

e Tampiao de amostra para eletroforese em gel de agarose
- azul de bromofenol 0,25%
- sacarose — sucrose (C12H22011) 45%

- 4gua bidestilada g.s.p.100 mL

e Tampio de corrida — TBE (Tris — Acido bérico —- EDTA) 10x
-107,78 g Tris 0,89 M

- 55,03 g Acido bérico 0,89 M

-7,459EDTA 0,02 M

- 4gua bidestilada g.s.p. 1 litro

- ajustar o pH (pH 8,4)
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e Tampaiao Fosfato Salina — PBS

- 137 mM Cloreto de sodio (NaCl)

- 3 mM Cloreto de potasso (KCI)

- 8 mM Fosfato de sddio dibasico anidro (Na;HPO,)
- 15 mM Potéssio fosfato monobésico (KH,POy)

- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. 500 mL

80



81

ANEXO C: PROTOCOLO DE TECNICAS

Protocolos de Técnicas

e Extracao do acido nucleico pela associacao das técnicas fenol/cloroféormio/alcool

isoamilico e silica/isotiocianato de guanidina

1. Suspensdo fecal — extracdo bruta

- 100 pL ou 100 mg de fezes

- 500 uL de PBS

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 5000 x g / 3 min

- Utilizar 400 pL do sobrenadante para extracao

2. Extracéo do acido nucleico

Fase | — Fenol

- 400 pL da suspenséo fecal

- Adicionar 40 uL de SDS 10%
- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56 °C /20 min

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Adicionar 400 uL de fenol/cloroférmio-alcool isoamilico (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 Il — Silica / isotiocianato de quanidina
- Adicionar 500 pL da solugéo L6

- Adicionar 25 uL de silica 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 solucéo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 500 pL de solugédo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 500 pL de solugéo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 1000 uL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1000 uL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1000 pL de acetona P.A. gelada

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar sobrenadante

- Secar o pellet em termo bloco a 60°C (aproximadamente 2 min) ou banho-maria a 56°C (15
min)

- Adicionar 50 uL de 4gua DEPC

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56°C/15 min

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 13.000 x g /4 min

- Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 pL

- Estocar -20°C até a utilizacéo



e Transcricio reversa, reacio em cadeia da polimerase (PCR) e nested-PCR

- Mix da Desnaturacao

Reagentes Volume (pL)
Oligo(dT)12-18 1
dNTP 1
Agua 6
RNA 5
Volume final 13
- Mix da RT-PCR
Reagentes Volume (nL)
Buffer 5 x 4
DTT 2
M-MLV 1
Volume final 7

- Mix de PCR e nested-PCR para deteccdo parcial da regiao S’NTR dos genomas virais

Reagentes Volume (pL)

PCR Nested
Buffer 10 x (pH 8,4) 5 5
MgCl, 15 15
dNTP (2,5 mM) 1 1
Platinum®Taq DNA Polymerase (5U/uL) 0,4 0,4
Primer Forward* (20 pmol) 0,5 0,5
Primer Reverse** (20 pmol) 0,5 0,5
Agua 39,1 39,1
cDNA 2 2
Volume final 50 50
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* TV-A: PEV1a (PCR); PEV1c (nested-PCR);
** TV-A: PEV1e (PCR); PEV1d (nested-PCR);
*SV-A: PEV8e (PCR); PEV8g (nested-PCR);
**SV-A: PEVSf (PCR); PEV8h (nested-PCR);
*EV-G: PEV9a (PCR); PEV9c (nested-PCR);
**EV-G: PEV9b (PCR); PEV9e (nested-PCR).

- Ciclo de tempo e temperatura da reacdo da Desnaturacédo

Reacao Temperatura ("C) Tempo (min)

Desnaturacéo 65 5

- Ciclos de tempo e temperatura da reacdo da Transcricdo Reversa (RT)

Reacao Temperatura (°C) Tempo (min)
Desnaturacéo 37 50
Inativacao 70 15

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

N° de Ciclos
Reacio Temperatura (°C) Tempo (min)

PCR Nested
Desnaturacdo 94 5 1 1
Desnaturacdo 94 1 35 30
Anelamento 55 1 35 30
Extensao 72 1 35 30
Extenséo final 72 7 1 1
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e Eletroforese em gel de agarose a 2%

- 1 g de agarose

- 50 mL TEB buffer (Tris 89mM; &cido borico 89 mM; EDTA 2mM) pH 8,4

- 20 pL de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

Sdo utilizados 5 puL do amplicon e 1 uL do tampdo de amostra. A eletroforese sob voltagem

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

e Purificacio de produto de PCR excisado do gel

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

. Adicionar 3 pL do Gel Solubilization Buffer (L3) para cada 1 mg de gel
. Incubar o microtubo a 50°C / 15 min, homogeneizando a cada 3 min

. Centrifugar a 12.000 x g / 30s

. Transferir amostra solubilizada para um tubo coletor com coluna

. Centrifugar a 12.000 x g / 1 min

. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo

. Adicionar 500 uL do Wash buffer (W1) na coluna com tubo coletor
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. 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 pL 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 quantificacdo ou estocar o fragmento de DNA purificado a -
20°C.
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¢ Quantificacdo de produto de PCR

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

™ ™

1. Preparar a solugéo Quant-i Working Solution diluindo o reagente Quant-iT ™ em Buffer
Quant-iT™ 1:200. S&o necessérios 200 pL desta solugdo por amostra e para os padrdes 0 e
100.

2. Homogeneizar em vortex.

3. No microtubo das amostras adicionar 198 pL da solucdo Quant-iT™ Working Solution a 2
uL do fragmento de DNA purificado.

™

4. No microtubo do padrédo 0 adicionar 190 uL da solugdo Quant-i Working Solution a 10

uL do padréo 0.
5. No microtubo do padr&o 100 adicionar 190 pL da solugdo Quant-iT™
10 pL do padrao 100.

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

Working Solution a

7. Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min
8. Realizar a leitura usando Qubit™ fluorometer (Invitrogen Life Technologies®, EUA)

9. Multiplicar pelo fator de diluicdo para determinar a concentracdo correta da amostra
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ANEXO D: LISTA DE SOFTWARES

Lista de softwares

e Electropherogram quality analysis - Phred e CAP3

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

e BLAST The Basic Local Alignment Search Tool

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

e BioEdit software version 7.1.11

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

e MEGA versdo 5.2.1





