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RESUMO 
 
 
Espécies não nativas invasoras têm se tornado um problema ambiental de interesse público. 
Quando somadas as suas distribuições exóticas e nativas o javali (Sus scrofa) é o suídeo com a 
maior distribuição geográfica do mundo. Os suínos asselvajados têm motivado estudos 
ambientais, sociais e sanitários, inclusive no Brasil, envolvendo principalmente o potencial de 
atuação desses animais como reservatório de doenças passíveis de serem transmitidas a animais 
silvestres, domésticos e humanos. A preocupação com o status sanitário das populações 
brasileiras de javalis de vida livre tem origem na característica continental e ambiental do país, 
que tem proporcionado a rápida dispersão desse invasor e, principalmente, pelo fato de javalis 
serem hospedeiros de doenças com alto impacto na saúde humana e animal. Considerando a 
capacidade de dispersão de javalis no ambiente natural e a possibilidade de contato com 
espécies domésticas de animais de produção, este estudo investigou a presença de pestivírus 
(vírus da diarreia viral bovina – BVDV) e gammaherpesvirus suíno (Herpesvírus linfotrópico 
suíno – PLHV) em javalis de vida livre provenientes das regiões Norte e dos Campos Gerais, 
no estado do Paraná, Brasil. Amostras de pulmões e soros de javalis abatidos por controladores 
colhidas entre 2017 e 2019 foram utilizadas para a investigação da presença de RNA de BVDV, 
de anticorpos anti-BVDV e de DNA de PLHV. Adicionalmente, pulmões e baços de seis fetos 
provenientes de uma fêmea abatida foram investigados quanto à presença de PLHV. No 
primeiro estudo, para investigação de BVDV, 49 amostras de pulmão foram avaliadas por RT-
PCR para amplificação de um fragmento de 288 pb da região genômica 5′UTR e 42 amostras 
de soros pela técnica de vírusneutralização. Nenhuma das amostras de soro avaliadas 
apresentou anticorpos anti-BVDV. Porém, em três (6,12%) amostras de pulmão foi possível 
obter um fragmento do tamanho esperado para BVDV. Por meio de sequenciamento, uma cepa 
de BVDV foi classificada como subgenotipo 1a e duas cepas como subgenotipo 1d. No segundo 
estudo, 50 amostras de pulmões foram utilizadas para investigação da presença de DNA de 
PLHV a partir da amplificação do gene da DNA polimerase. Primeiramente, foram realizadas 
reações de PCR com primers consensuais (pan-herpesvírus) e, para classificação das espécies 
de PLHV-1, PLHV-2 e PLHV-3, novas reações de PCR foram feitas com primers específicos 
para amplificação de 393pb, 334pb e 148pb, respectivamente. DNA de PLHV foi amplificado 
em 48 (96%) das 50 amostras de pulmões analisadas, das quais, 33 (68,75%) amostras foram 
positivas para pelo menos duas espécies de PLHV. Apesar de serem provenientes de uma fêmea 
PLHV-positiva, as amostras de órgãos dos seis fetos analisadas foram negativas. O estudo 
permitiu concluir que i) ocorre circulação de BVDV em javalis de vida livre na região estudada; 
ii) as infecções por PLHV são endêmicas nessas populações; iii) e não há evidências de 
transmissão vertical de PLHV na fêmea avaliada. Esses resultados alertam sobre o potencial de 
javalis de vida livre atuarem como reservatórios e transmissores de doenças para animais de 
produção e evidenciam a importância do constante monitoramento sanitário desses animais. 
 
Palavras-chave: suíno asselvajado; pestivírus; gammaherpesvirus; invasão biológica; saúde 

animal. 
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ABSTRACT 
 
 
Invasive alien species have become an environmental problem of public concern. When exotic 
and native distributions are added to each other, the wild boar (Sus scrofa) is the most 
geographically distributed pig in the world. Wild pigs have motivated environmental, social 
and sanitary studies, including in Brazil, mainly involving the potential of these animals to act 
as reservoirs of diseases that can be transmitted to wild, domestic and human animals. The 
concern with the sanitary state of the Brazilian wild boar populations originates from the 
continental and environmental characteristics of the country, which have allowed the rapid 
dispersion of this invader and, mainly, because wild boars are hosts of diseases with a high 
impact on human health. and animal. Considering the wild boars ability to disperse in the 
natural environment and the possibility of contact with domestic species of farm animals, this 
study investigated the presence of pestiviruses (bovine viral diarrhea virus - BVDV) and 
porcine gammaherpesviruses (porcine lymphotropic herpesvirus - PLHV) in wild boars from 
the North and Campos Gerais regions, in the state of Paraná, Brazil. Lung and sérum samples 
from wild boar slaughtered by controllers collected between 2017 and 2019 were used to 
investigate the presence of BVDV RNA, anti-BVDV antibodies and PLHV DNA. In addition, 
the lungs and spleen of six fetuses from a battered woman were investigated for the presence 
of PLHV. In the first study, for the investigation of BVDV, 49 lung samples were evaluated by 
RT-PCR for amplification of a 288 bp fragment of the 5′UTR genomic region and 42 serum 
samples by the virus neutralization technique. None of the serum samples evaluated showed 
anti-BVDV antibodies. However, in three (6.12%) lung samples it was possible to obtain a 
fragment of the expected size for BVDV. Through sequencing, one BVDV strain was classified 
as subgenotype 1ª and two strains as subgenotype 1d. In the second study, 50 lung samples were 
used to investigate the presence of PLHV DNA in DNA polymerase gene amplification. First, 
PCR reactions were performed with consensus primers (pan-herpesvirus) and, to classify the 
species of PLHV-1, PLHV-2 and PLHV-3, new PCR reactions were performed with specific 
primers for amplification of 393bp, 334bp and 148bp, respectively. PLHV DNA was amplified 
in 48 (96%) of the 50 lung samples analyzed, of which 33 (68.75%) samples were positive for 
at least two species of PLHV. Despite coming from a female positive for PLHV, the organ 
samples from the six fetuses analyzed were negative. The study allowed us to conclude that i) 
there is circulation of BVDV in free-living wild boar in the studied region; ii) PLHV infections 
are endemic in these populations; iii) and there is no evidence of vertical transmission of PLHV 
in the individual evaluated. These results alert to the potential of free-living wild boar to act as 
reservoirs and transmitters of diseases for farm animals and highlight the importance of constant 
sanitary monitoring of these animals. 
 
Key words: feral pig; pestivirus; gammaherpesvirus; biological invasion; animal health. 
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1 INTRODUÇÃO 1 

Espécies que são transportadas para fora de suas áreas de 2 

distribuição original e se comportam como invasoras, têm se tornado um problema 3 

ambiental de interesse público (FUKANO; SOGA, 2019). As introduções acidentais 4 

e/ou deliberadas são causadas pela sociedade e podem resultar em efeitos negativos 5 

(MCGEOCH et al., 2010; VITULE et al., 2009), sendo considerada uma das principais 6 

causas da perda de biodiversidade (MCGEOCH et al., 2010), extinção local de 7 

espécies (MANTOANI et al., 2013) e comprometimento das funções do ecossistema 8 

(GROSHOLZ, 2005). Dentre os fatores importantes do processo de invasão biológica 9 

está o impacto de espécies invasoras na propagação de doenças (CROWL et al., 10 

2008), principalmente com a possibilidade da movimentação de espécies não nativas 11 

como forma de disseminação de parasitas e microrganismos (BELLAY et al., 2016; 12 

HEDRICK, 1998). 13 

 O javali, Sus scrofa Linnaeus, 1758, é considerado um animal exótico 14 

no Brasil, isto é, não pertence a fauna nativa (DEBERDT; SCHERER, 2007). Capaz 15 

de se reproduzir a partir de cruzamentos com o suíno doméstico, Sus scrofa domestica 16 

(Linnaeus, 1758), originando descendentes férteis (MIRANDA; LUI, 2003), é 17 

considerado o mamífero invasor mais bem sucedido do mundo (DESBIEZ et al., 2009), 18 

principalmente pelo impacto econômico negativo devido a ataques a lavouras 19 

(PEDROSA et al., 2015). Esses animais podem atuar como reservatórios de doenças 20 

humanas e de outras espécies animais (GORTÁZAR et al., 2007; MENG; LINDSAY, 21 

2009) representando potencial ameaça à fauna nativa (TRCKA et al., 2006), 22 

doméstica (JANSEN et al., 2006) e à saúde pública (OKADERA et al., 2013). 23 

Adicionalmente, a capacidade de fácil adaptação a diferentes ambientes, a habilidade 24 

de colonizar novos habitat, as altas taxas reprodutivas e a sua capacidade de 25 

recuperar o declínio populacional são fatores que favorecem a disseminação de 26 

microrganismo, como os patógenos virais (RUIZ-FONS et al., 2008).  27 

Tem sido demonstrado que javalis atuam como reservatórios e 28 

disseminadores eficientes de patógenos virais para os suínos domésticos e 29 

ruminantes domésticos e silvestres (MENG; LINDSAY, 2009; ZHANG et al., 2019). 30 

Agentes infecciosos de importância na área de produção animal, como é o caso do 31 

vírus da peste suína clássica (Classical swine fever virus - CSFV), vírus da doença de 32 

aujeszky (MENG; LINDSAY, 2009), vírus da febre aftosa (SMITH et al., 2014), vírus 33 
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da diarreia viral bovina (bovine viral diarrhea virus - BVDV) (KIRKLAND et al., 2019) e 34 

herpesvírus linfotrópico suíno (Porcine lymphotropic herpesviruses - PLHV) 35 

(CHMIELEWICZ et al., 2003), entre outros, podem ser encontrados em javalis de vida 36 

livre, em locais onde a doença é endêmica. Considerando o rápido e crescente 37 

aumento populacional de javalis no Brasil, estudos epidemiológicos envolvendo a 38 

avaliação do potencial destes animais de atuarem como reservatórios e 39 

disseminadores de patógenos são importantes para a tomada de decisões no controle 40 

e erradicação tanto de javalis quanto de doenças de importância para a saúde animal 41 

e para a saúde pública. 42 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 43 

2.1 PROCESSO DE INVASÃO BIOLÓGICA E SUAS CONSEQUÊNCIAS  44 

O termo “espécie invasora” descreve uma espécie não nativa, isto é, 45 

incomum a um determinado ambiente que, claramente, exerce algum impacto 46 

negativo (DAVIS et al., 2018). O conceito sólido de invasão biológica data de poucas 47 

décadas, o que nos leva a pensar ser um problema apenas nos dias de hoje. Porém, 48 

evidências demostram que os seres humanos, já há 40-50 mil anos, percorriam 49 

distâncias de centenas de quilômetros (BALTER, 2007). Consequentemente, os 50 

movimentos resultaram na introdução de organismos animais e vegetais que foram 51 

transportados, como por exemplo, roedores, suínos e répteis (MCGEOCH et al., 52 

2010). No entanto, a taxa de introdução moderna não se compara a outros eventos 53 

históricos ou naturais (VITULE; PRODOCIMO, 2012). 54 

Atualmente, fenômenos como a globalização, o aumento da 55 

população e o livre comércio têm propiciado as invasões biológicas via agricultura, 56 

aquicultura, controle biológico, plantas ornamentais, pets, incrustação e água de lastro 57 

(MANCHESTER; BULLOCK, 2000), bem como espécies transportadas para 58 

interesses cinegéticos (NOGUEIRA-FILHO et al., 2009) de forma não mensurável. 59 

Uma grande parte das espécies não nativas, que se espalharam rapidamente, está 60 

produzindo impacto negativo considerável, seja econômico, ecológico ou na saúde 61 

(DAVIS, 2009). 62 

Quanto à terminologia, uma espécie não nativa, também chamada de 63 

não indígena, pode ser classificada de duas principais maneiras: quando tem origem 64 

em outro país, popularmente chamada de exótica, ou quando é alóctone a uma 65 

determinada região dentro do território nacional (BLACKBURN et al., 2011). Essas 66 

terminologias são importantes para a aplicação de medidas em caráter de 67 

abrangência nacional para proteção da fauna silvestre nativa, isto é, o táxon nativo e 68 

restrito a uma determinada área geográfica (BLACKBURN et al., 2011; KOLAR; 69 

LODGE, 2001).  70 

Para o processo de invasão biológica ser considerado completo, a 71 

espécie introduzida deve passar por diferentes transições como transporte, 72 

introdução, estabelecimento e propagação (KOLAR; LODGE, 2001; LOCKWOOD et 73 

al., 2007). O processo é considerado finalizado se a espécie com potencial invasor 74 



21 
 

 
 

introduzida em um novo ambiente consegue se estabelecer e manter populações 75 

viáveis (SIMBERLOFF, 2009) com posterior expansão (BLACKBURN et al., 2011). 76 

 De acordo com os princípios ecológicos, uma espécie não será capaz 77 

de invadir ambientes com condições consideradas fora de seu nível de tolerância 78 

fisiológica ou ocupar o mesmo nicho de espécies nativas, a menos que este nicho 79 

esteja suficientemente disponível (DERIVERA et al., 2005; LOCKWOOD; SOMERO, 80 

2011; AZZURRO et al., 2014). No entanto, estudos sobre espécies não nativas 81 

invasoras vegetais e animais destacam a alteração na composição de espécies 82 

nativas, interferindo tanto na riqueza quanto na sua abundância (GROSHOLZ, 2005; 83 

MANTOANI et al., 2013; STANDISH, 2002), de forma que a estrutura da comunidade 84 

é modificada (VITULE; PRODOCIMO, 2012).  85 

   A invasão biológica conduz a dinâmica ecológica em múltiplas 86 

escalas espaciais e níveis de organização por meio de extinções locais e regionais de 87 

espécies nativas (BLACKBURN et al., 2014; MACK et al., 2000). Essas alterações 88 

ambientais observadas evidenciam o quanto uma espécie invasora favorece o 89 

estabelecimento de outras e aumenta a taxa de novas introduções (GROSHOLZ, 90 

2005; VITULE; PRODOCIMO, 2012). 91 

 Espécies invasoras são altamente eficientes na competição por 92 

recursos e têm alta capacidade reprodutiva e de dispersão (VITULE; PRODOCIMO, 93 

2012). Devido a essas características, passam a dominar o ambiente e causar danos 94 

às espécies nativas e ao ecossistema, levando a uma condição ecologicamente 95 

inferior a original, com perda de diversidade de espécies e de processos ecológicos 96 

(MANTOANI et al., 2013; MCGEOCH et al., 2010; VITULE et al., 2009), resultando na 97 

homogeneização biológica global, isto é, diminuição do endemismo nos biomas 98 

(MACK et al., 2000). 99 

 Outro aspecto importante é o impacto de espécies invasoras na 100 

propagação de doenças (CROWL et al., 2008). A transmissão de doenças às espécies 101 

nativas é uma das causas da substituição ou extinção local dessas espécies 102 

(MARTIN-ALBARRACIN et al., 2015). Como exemplo, estudos relatam que o declínio 103 

da espécie Sciurus vulgaris  Linnaeus, 1758, ou esquilo vermelho, na Grã-Bretanha 104 

está associado à propagação da doença causada por poxvírus de esquilo, (squirrel 105 

poxvirus - SQPV) derivada dos esquilos cinzentos (Sciurus carolinensis Gmelin, 106 

1788), espécie invasora que se encontra em expansão em detrimento da espécie 107 

nativa (GURNELL et al., 2006; RUSHTON et al., 2006). 108 
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Nos últimos anos, o aumento nas taxas de doenças em populações 109 

humanas (JONES et al., 2008) e animais, incluindo zoonoses, tornou-se uma área 110 

cada vez mais importante para a pesquisa (COSTA et al., 2017). A partir dessas 111 

observações, algumas hipóteses surgiram, como a possibilidade da movimentação de 112 

espécies não nativas como forma de disseminação de parasitas e microrganismos 113 

(BELLAY et al., 2016; HEDRICK, 1998). Outras preocupações incluem a possibilidade 114 

da transmissão interespécies desses agentes, assim como a circulação de agentes 115 

patogênicos mais virulentos em novos hospedeiros, que devido à falta de imunidade 116 

inata em comparação com o hospedeiro original são mais suscetíveis às doenças 117 

(MURRAY; PEELER, 2005; PEELER et al., 2011; RICCIARDI et al., 2017). 118 

Dessa forma, compreender a espécie invasora como potencial 119 

dispersor de patógenos resulta na prevenção do surgimento de doenças que afetam 120 

não só a saúde humana, animal e o seu bem-estar, mas também as funções do 121 

ecossistema (CROWL et al., 2008). Estudos de espécies não nativas são relevantes 122 

para a compreensão de questões e gestão a longo prazo (KOLAR; LODGE, 2001). 123 

Deve-se considerar o potencial invasor de cada espécie não nativa, juntamente com 124 

mudanças ambientais ou climáticas (ZHAO; FENG, 2015), já que as condições 125 

abióticas associadas à plasticidade espécie-específica facilitam o processo de 126 

colonização, onde as espécies invasoras podem se adaptar a diferentes habitat 127 

(VILELA; DEL-CLARO, 2011; VILELA; DE FARIA, 2004). 128 

2.2 JAVALI 129 

Sus scrofa pertence a ordem Cetartiodactyla e família Suidae, com 130 

distribuição original na Europa, Ásia e Norte do continente Africano (BARRIOS-131 

GARCIA; BALLARI, 2012; DEBERDT; SCHERER, 2007). Uma das primeiras espécies 132 

a ser domesticada no mundo, o javali é conhecido também como suíno do velho 133 

mundo e porco selvagem eurasiano, ou, ainda, como suíno selvagem, porco feral 134 

(KEITER; MAYER; BEASLEY, 2016), javali, suíno asselvajado e javaporco 135 

(SALVADOR, 2017), na dependência das áreas de introdução desta espécie animal. 136 

S. scrofa foi disseminado pelo homem para todos os continentes, principalmente na 137 

forma doméstica, com exceção da Antártica por sua incapacidade de suportar 138 

invernos rigorosos em climas polares (WEHR, 2020).  139 

O processo de domesticação do javali possibilitou a perda de 140 

características defensivas, como a diminuição do tamanho dos dentes caninos, a 141 
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substituição de padrões de pelos escuros por padrões mais claros e o aumento da 142 

taxa reprodutiva (WEHR, 2020). No entanto, o processo conhecido como feralização 143 

vem ocorrendo com a espécie, onde suínos domésticos são liberados na natureza de 144 

forma acidental devido a fugas de populações domesticadas ou de forma intencional 145 

quando animais são soltos para fins de caça (BARRIOS-GARCIA; BALLARI, 2012; 146 

WEHR, 2020). Esses suínos, ao tornarem-se asselvajados exibem o retorno das 147 

características morfológicas selvagens (WEHR, 2020) (Figura 1) e mantêm a 148 

capacidade de cruzamento com as populações mais antigas (GARCÍA et al., 2011; 149 

LARSON et al., 2005a; LARSON et al., 2005b).  150 

Figura 1: Javali macho com características selvagens evidentes, como pelagem 151 
escura e presas salientes em fragmento de Floresta Estacional Semidecidual no 152 
norte do estado do Paraná. Fonte: o próprio autor. 153 

  A diferenciação fenotípica e genética entre os javalis (puros; nativos) 154 

e suínos domésticos levou alguns autores a separá-los em espécie e subespécie, 155 

respectivamente. O cariótipo de Sus scrofa é 2n:36 cromossomos (DARRÉ et al., 156 

1992), enquanto que o cariótipo de Sus scrofa domestica  é 2n:38. O desempenho 157 

reprodutivo de S. scrofa depende mais da sua massa corporal do que de sua idade 158 

(DESBIEZ et al., 2009), isto é, pode atingir maturidade sexual entre seis meses e um 159 

ano de idade (OLIVEIRA-SANTOS et al., 2011) e sua prole pode variar entre três a 160 
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cinco filhotes para animais puros (FONSECA et al., 2011), enquanto que os suínos 161 

domésticos são mais prolíferos que seus ancestrais.  162 

O cruzamento entre espécie e subespécie origina animais híbridos, 163 

denominados javaporcos, com 2n:37 ou 38 cromossomos (MIRANDA; LUI, 2003). 164 

Considerando que os animais híbridos podem apresentar ninhadas maiores, com 165 

média de oito filhotes, e possibilidades superiores a 10 filhotes, duas vezes a cada 14 166 

meses (SECRETARIA DO MEIO AMBIENTE, 2013), a hibridização entre eles pode 167 

aumentar o impacto da invasão desses ungulados.  168 

No Brasil, hibridizações entre javalis puros e suínos domésticos foram 169 

realizadas em criadouros especializados com intuito de aumentar a produtividade 170 

(SILVA, 2007). Porém, como resultado, a qualidade da carne dos híbridos tornou-se 171 

menor que a dos puros e o grau de pureza dos animais dos criadouros se tornou 172 

duvidoso (LUI, 2000), já que a importação de animais puros foi proibida pelo Instituto 173 

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis - IBAMA (IBAMA, 174 

1998). No entanto, essa ideia de melhoramento da carcaça persiste até hoje entre 175 

criadores de suínos de subsistência que capturam javalis selvagens para cruzamento 176 

ou permitem que fêmeas de suinos cruzem com javalis de vida livre, atraídos pelo cio, 177 

para a obtenção de plantel híbrido (SALVADOR; FERNANDEZ, 2014; SALVADOR, 178 

2017; Comunicação pessoal), mesmo que essa prática contrarie as normas do IBAMA 179 

(IBAMA, 2013, IBAMA, 2019).  180 

Em ambiente natural, a hibridização desses suídeos ocorre de forma 181 

descontrolada, tanto pelo escape de animais puros e híbridos de criadouros 182 

(DEBERDT; SCHERER, 2007; GROSSI et al., 2006), quanto pelo escape de suínos 183 

provenientes de criação de subsistência. 184 

 No território brasileiro os animais possuem porte avantajado em 185 

relação aos similares asselvajados da Austrália, Nova Zelândia, Havaí e da maioria 186 

das ilhas oceânicas, podendo pesar até 250 kg (DEBERT; SCHERER, 2007). O 187 

fenótipo dos animais de uma mesma população varia desde o silvestre, isto é, 188 

pelagem escura com presença de crinas e pelos longos, cauda reta e altura dos 189 

membros torácicos ligeiramente maior que os pélvicos (MIRANDA; LUI, 2003), a 190 

fenótipo intermediário e fenótipo de suínos domésticos, tais como, cauda enrolada, 191 

membros pélvicos ligeiramente maiores que os torácicos, pelos mais baixos e 192 

coloração mais clara (SALVADOR; FERNANDEZ, 2014; SALVADOR, 2017).  193 

A presença de leitões com listras bem definidas sugere uma 194 
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introdução recente de um fenótipo puro, como por exemplo, a invasão de javalis na 195 

floresta de Araucária (Sul do Brasil) que data aproximadamente de três décadas, 196 

representando claramente uma invasão recente de javalis da Eurásia, já que em 197 

populações recentes a frequência desse fenótipo é baixa (SALVADOR; FERNANDEZ, 198 

2014). No entanto, vale lembrar que mesmo conhecendo as características fenotípicas 199 

de javalis de vida livre, as características genéticas e grau de pureza desses animais 200 

continuam sendo desconhecidos, sendo necessária análise genética e de diversidade 201 

para tal resposta (MIRANDA; LUI, 2003; SAGUA et al., 2018; WEHR; HESS; LITTON, 202 

2018).  203 

No Brasil, a introdução de javalis ocorreu por exemplares que 204 

atravessaram ou foram transportados com o propósito de criação ou cinegéticos do 205 

Uruguai e Argentina para a região Sul do país e também por exemplares transportados 206 

para fins de criação comercial e que ganharam a liberdade (DEBERDT; SCHERER, 207 

2007; ROSA et al., 2017). Importações de javalis puros originários da Europa e do 208 

Canadá foram realizadas entre os anos de 1996 e 1997, destinados para criadouros 209 

nos estados de São Paulo e Rio Grande do Sul (DEBERDT; SCHERER, 2007). 210 

Indivíduos puros que ganharam a liberdade tornaram-se foco de introdução nas 211 

regiões Sul, Sudeste e Nordeste (Bahia) do país (SALVADOR, 2017). Porém, casos 212 

como solturas intencionais de javalis de criatórios (comunicação pessoal), tentativas 213 

de cruzamentos entre puros e domésticos em criadouros precários e/ou não oficiais, 214 

assim como o transporte de javalis puros e javaporcos para áreas onde a espécie não 215 

é encontrada estão entre as fontes de introdução da espécie, acelerando o processo 216 

de dispersão do javali por quase todo o território nacional (PEDROSA et al., 2015; 217 

SALVADOR, 2012, 2017; SALVADOR; FERNANDEZ, 2017).  218 

O primeiro relato de introdução de javali no estado do Paraná na data 219 

a década de 60 (1960), no município de Palmeira (MOURA-BRITTO; PATROCÍNIO, 220 

2006); porém, a presença da espécie já foi documentada na maioria dos municípios 221 

paranaenses (INSTITUTO HÓRUS DE DESENVOLVIMENTO E CONSERVAÇÃO 222 

AMBIENTAL., 2020; PEDROSA et al., 2015). 223 

A dificuldade de contenção da espécie em criadouros mal construídos 224 

e/ou administrados fez com que o estado do Paraná, juntamente com alguns outros 225 

estados brasileiros, proibisse a criação de javalis, por meio da Portaria IBAMA nº 102, 226 

de 15 de julho de 1998 (IBAMA, 1998). Após várias tentativas de implementar do 227 

controle dos javalis por meio da caça (DEBERDT; SCHERER, 2007), em 2013 uma 228 
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Instrução Normativa (IN) criada pelo IBAMA decretou a nocividade, autorizou e 229 

regulamentou o controle dos javalis em todo o território nacional (IBAMA, 2013). Em 230 

2019, a IN 03/2013 foi atualizada, regulamentando as declarações de manejo e 231 

métodos de controle (IBAMA, 2019). 232 

O plano nacional de controle de javalis (SALVADOR, 2017) 233 

implementado objetiva i) controlar a expansão de javalis para áreas ainda não 234 

invadidas, pois o processo de invasão da espécie no Brasil é umas das mais recentes 235 

e rápidas do mundo; ii) promover o controle de javalis em ambiente naturais tanto em 236 

propriedades privadas, a partir de controladores previamente autorizados pelo IBAMA, 237 

quanto em Unidades de Conservação (UC), com métodos de controle específicos para 238 

as áreas protegidas.  239 

 Os impactos que justificam o monitoramento populacional, controle 240 

e, quando possível, a erradicação de javalis incluem danos aos ecossistemas 241 

aquáticos e terrestres, perdas econômicas devido a danos em culturas agrícolas, e 242 

ataques a animais domésticos, com impactos sociais e sanitários envolvendo tanto a 243 

saúde animal quanto a saúde humana (GORTÁZAR et al., 2007; MENG; LINDSAY, 244 

2009; OKADERA et al., 2013; PEDROSA et al., 2015). A suinocultura pode ser 245 

considerada a área da produção animal mais ameaçada pela circulação livre de 246 

javalis, já que esses animais são hospedeiros naturais ou esporádicos de vários 247 

agentes etiológicos que ameaçam a sanidade de rebanhos suínos, somada à 248 

capacidade de deslocamento por grandes áreas (MARTINS et al., 2019). 249 

2.2.1 O papel do javali brasileiro na saúde animal e humana: estado da arte.  250 

As populações de javalis de vida livre têm sido alvo de estudos para 251 

monitoramento populacional em várias regiões geográficas do Brasil (ARASAKI et al., 252 

2021; MORAIS et al., 2019; PEDROSA et al., 2015; SALVADOR; FERNANDEZ, 253 

2014). Associado a esses estudos, o impacto sanitário também tem sido investigado, 254 

já que uma gama de agentes etiológicos, principalmente na última década, vem sendo 255 

pesquisada nesses animais. Na sequência é apresentada uma relação de agentes 256 

etiológicos de interesse para a saúde animal e humana identificados em javalis de 257 

vida livre já monitorados no Brasil (Quadro 1). 258 
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Quadro 1: Relação da presença de anticorpos e de agentes etiológicos identificados em javalis de vida livre no Brasil de acordo com 259 
a região geográfica e técnica de diagnóstico utilizada. 260 

Patógeno Região geográfica Técnica/Método de 
detecção 

Referência 

Vírus 

Circovírus suíno 2, vírus da hepatite E, vírus influenza A Sul Sorologia SEVERO et al., 2020 

Vírus da pseudoraiva Centro-Oeste Sorologia KMETIUK et al., 2020 

Vírus da encefalite equina oriental Centro-Oeste Sorologia KMETIUK et al., 2020 

Vírus da diarreia viral bovina  Sul RT-PCR PORTO et al., 2021 

Bactérias 

Mycoplasma suis Sudeste qPCR DIAS et al., 2019 

Mycobacterium tuberculosis, M. colombiense, M. avium, M. 

parmense, M. mantenii 

Sul PCR LOPES et al., 2021 

Mycoplasma hyopneumoniae, Leptospira spp. Sul Sorologia SEVERO et al., 2020 

Leptospira spp. Sul e Centro-Oeste MAT MACHADO et al., 2021 

Rickettsia spp. Sul e Centro-Oeste IFA KMETIUK et al., 2019 

Protozoários  

Toxoplasma gondii Sul, Sudeste e Centro-

Oeste 

PCR, IH BRANDÃO et al., 2019 

Toxoplasma gondii Sudeste PCR, IFA MACHADO et al., 2021 

Nematóide  

Metastrongylus spp. Sul Necropsia SEVERO et al., 2020 

Técnicas: PCR: Reação em cadeia da polimerase; qPCR: PCR quantitativa; MAT: Teste de aglutinação microscópica; IFA: Teste de imunofluorescência; IH: 261 
Teste de inibição da hemaglutinação. 262 
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Estudos envolvendo Neospora caninum (KMETIUK et al., 2021), 263 

vírus da encefalite equina do oeste (Western equine encephalitis virus - WEEV), vírus 264 

da encefalite equina venezuelana (Venezuelan equine encephalitis virus - VEEV) 265 

(KMETIUK et al., 2020), CSFV e Brucella spp. (GALVANI et al., 2019) foram realizados 266 

e, até o momento, estes agentes etiológicos não foram detectados em populações de 267 

javalis de vida livre. No entanto, o monitoramento destes e outros patógenos deve ser 268 

contínuo em função da possibilidade de sua entrada em populações suscetíveis, e 269 

principalmente com intuito de auxiliar em tomadas de decisões envolvendo o 270 

gerenciamento e a destinação de carcaças de javalis de vida livre abatidos no Brasil. 271 

2.3 INFECÇÕES VIRAIS EM SUÍDEOS 272 

 Uma variedade de agentes etiológicos virais pode infectar os 273 

suídeos, tanto de forma comum quanto esporádica. Um levantamento dos principais 274 

vírus que infectam suínos compilou aproximadamente 90 espécies virais distribuídas 275 

em seis ordens, 23 famílias e 48 gêneros (ZHANG et al., 2019). Os vírus, incluindo os 276 

que acometem suínos domésticos e javalis, podem ser categorizados como vírus 277 

“bate e corre” do inglês ”hit and run”, e viroses que produzem infecções permanentes, 278 

conhecidas como ”infecta e persiste” (SCHWEIZER; PETERHANS, 2014). Os 279 

mecanismos envolvidos no estabelecimento de infecções virais permanentes são os 280 

mais variados, envolvendo desde formas de evasão do sistema imune, como ocorre 281 

em algumas espécies de vírus da família Flaviviridae, gênero Pestivirus 282 

(PETERHANS; SCHWEIZER, 2010), até formas de estabelecimento de estado de 283 

latência, em que a expressão do gene viral é restrita e serve apenas para manter o 284 

estado latente sem produção de vírus infeccioso, como nos  herpesvírus 285 

(METTENLEITER et al. 2019). 286 

2.3.1 Família Flaviviridae 287 

Flaviviridae é uma família que compreende vírus com genoma RNA 288 

de fita simples, de polaridade positiva e, com tamanho de genoma que varia de 9.0-289 

13 kb (NEUFELDT et al., 2018; SIMMONDS et al., 2017). Esses pequenos vírus 290 

envelopados, tipicamente esféricos, possuem entre 40 a 60 nm de diâmetro e infectam 291 

principalmente mamíferos (incluindo humanos) e aves (SIMMONDS et al., 2017). São 292 

vírus responsáveis por causar doenças graves e mortalidade em hospedeiros 293 
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acometidos (MUKHOPADHYAY et al., 2005). A família está subdividida em quatro 294 

gêneros: Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus, totalizando 89 espécies 295 

(ICTV, 2020a).  296 

O RNA genômico dos vírus da família Flaviviridae contém uma 297 

única estrutura de sequência aberta de leitura - ORF (open reading frame) ladeada 298 

por regiões não codificantes (non-coding regions - NCRs) nas extremidades 5' UTR e 299 

3' UTR que formam estruturas secundárias específicas necessárias para a replicação 300 

e tradução do genoma viral (ICTV, 2020a; SIMMONDS et al., 2017). A ORF é dividida 301 

em regiões que codificam proteínas estruturais (C, prM e E), localizadas na porção N-302 

proximal; e proteínas não-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), 303 

na porção seguinte do genoma. Os vírions desta família possuem uma única proteína 304 

do capsídeo (C) e duas (gêneros Flavivirus, Hepacivirus e Pegivirus) ou três (gênero 305 

Pestivirus) proteínas de envelope (SIMMONDS et al., 2017); não apresentam relação 306 

antigênica entre os gêneros, no entanto, reatividade sorológica cruzada pode ser 307 

observada entre os membros de cada gênero (ICTV, 2020a).  308 

Somente o gênero Flavivirus, até o momento, possui 53 espécies 309 

virais reconhecidas, das quais a maioria é transmitida por vetores artrópodes 310 

hematófagos, como mosquitos e carrapatos (MUKHOPADHYAY et al., 2005). Dentre 311 

os vírus desse gênero, vírus da febre amarela (YFV), vírus da dengue (DENV) e vírus 312 

da zika (ZIKV) são exemplos que acometem humanos; enquanto que vírus da 313 

encefalite japonesa (JEV) acomete, além de humanos, equinos e suínos (BEST, 2016; 314 

WILLIAMS et al., 2019). Infecções por Flavivirus são agudas e autolimitantes e podem 315 

variar de assintomáticas a sintomáticas com febre hemorrágica grave ou fatal, ou 316 

doença neurológica como encefalites e meningites (NEUFELDT et al., 2018). 317 

Outras espécies da família Flaviviridae estão incluídas nos gêneros 318 

Pestivirus (11 espécies; Pestivirus A-K); Hepacivirus (14 espécies; Hepacivirus A-N) 319 

e Pegivirus (11 espécies; Pegivirus A-K). Esses vírus apresentam importância tanto 320 

para a saúde animal, como as pestiviroses que infectam suínos e ruminantes, 321 

incluindo bovinos, ovinos, caprinos e ruminantes selvagens, quanto para a saúde 322 

humana, como as doenças causadas por Hepacivirus B e C, que causam doença 323 

hepática progressiva (SIMMONDS et al., 2017).  324 
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2.3.1.1 Gênero Pestivirus 325 

Pestivírus são vírus com forma aproximadamente esférica, com 326 

diâmetro de 40-60 nm,  e possuem na superfície do envelope do vírion, subunidades 327 

em forma de anel de 10-12 nm (ICTV, 2020b). Como característica de um vírus 328 

envelopado, os pestivírus são muito sensíveis a detergentes e solventes lipídicos, são 329 

relativamente sensíveis a temperaturas superiores a 60 oC e/ou aos efeitos de pH 330 

básico. No entanto, a inativação viral pode ser diferente entre as espécies do gênero 331 

(KIRKLAND et al., 2019), e tende a ser mais resistente ao pH ácido do que outros 332 

gêneros dessa família (TAUTZ; TEWS; MEYERS, 2015).  333 

Doze genes precursores de proteínas, codificam uma única 334 

poliproteína e estão arranjados na seguinte ordem: 5´UTR - Npro / C / Erns / E1 / E2 / 335 

p7 / NS2 / NS3 / NS4A / NS4B / NS5A / NS5B - 3´ UTR (Figura 2).  Os genes Npro e 336 

Erns  são exclusivos do gênero Pestivirus (ICTV, 2020b; MEYERS; THIEL, 1996). A 337 

ORF é precedida por uma região não traduzida altamente conservada (5´UTR) de 361 338 

a 386 bases (WOLFMEYER et al., 1997). Esta região do genoma, juntamente com 339 

outros genes, Npro e E2 são usados para identificação genética dos pestivírus, 340 

enquanto que para BVDV,  sequências parciais de 5'UTR têm sido usadas com mais 341 

frequência para análises filogenéticas e genotipagem de isolados (WANG et al., 2020).  342 

A primeira proteína codificada, Npro, protease N-terminal, é uma 343 

proteína não estrutural (NS) que se desprende por auto-proteólise a partir da 344 

poliproteína nascente por clivagem no local Npro / C gerando, assim, a extremidade 345 

amino terminal da proteína C (TAUTZ et al., 2015). Estudos sugerem que a proteína 346 

Npro funciona para bloquear a produção de interferon, direcionando a degradação 347 

proteossômica de IRF-3, um importante indutor da produção de interferon em células 348 

infectadas por vírus (NEILL, 2013).  349 

 As quatro proteínas seguintes do genoma (C / Erns / E1 / E2) são 350 

estruturais e possuem funções como revestimento do RNA viral e controle de entrada 351 

e saída das partículas virais das células infectadas (ICTV, 2020b; KREY et al., 2012; 352 

TAUTZ et al., 2015). As proteínas estruturais são incorporadas em diferentes locais 353 

da partícula viral e possuem funções específicas, sendo elas, a proteína C, ou proteína 354 

do capsídeo que encapsula, ou reveste, o RNA genômico para protegê-lo dentro da 355 

partícula viral e as restantes, as glicoproteínas do envelope que são exibidas no 356 

exterior da partícula do vírus (NEILL, 2013). As proteínas E1 e E2 são inseridas na 357 
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membrana por meio de trechos de resíduos de aminoácidos hidrofóbicos, enquanto 358 

que a proteína Erns não é inserida diretamente na membrana, ao invés disso, ela tem 359 

um domínio C-terminal único que interage com a membrana externa fornecendo uma 360 

ligação fraca, ou pode ser secretada na matriz extracelular (NEILL, 2013; TAUTZ et 361 

al., 2015). 362 

As proteínas não estruturais Npro, p7 e NS5B apresentam funções 363 

relacionadas à replicação viral (ICTV, 2020b; KIRKLAND et al., 2019; KREY et al., 364 

2012; TAUTZ et al., 2015). A proteína p7 parece ser necessária para a produção de 365 

vírus infecciosos, mas não para replicação de RNAse, além disso, se cliva 366 

ineficientemente de E2 por uma peptidase de sinal celular, de modo que é encontrada 367 

nas células infectadas como p7 livre ou como E2-p7 mas não é encontrada associada 368 

ao vírus livre, ao contrário, permanece associada à célula (NEILL, 2013).  369 

As proteínas NS2 e NS3 são encontradas principalmente como NS2 / 370 

3 não processada em células infectadas com vírus não citopáticos e principalmente 371 

como NS2 e NS3 em células infectadas com vírus citopáticos (PETERHANS et al., 372 

2010; NEILL, 2013).  A proteína NS2 é medida por uma atividade de protease e 373 

contém dois peptídeos de sinal interno que são necessários para a translocação da 374 

proteína para o retículo endoplasmático, enquanto que NS3 possui duas atividades 375 

enzimáticas, a protease serina (terminal N), que é responsável por muitas clivagens 376 

proteolíticas na poliproteína viral e RNA helicase (terminal C) que participa da 377 

replicação do RNA, desenrolando o RNA para permitir que a transcrição ocorra 378 

(NEILL, 2013; TAUTZ et al., 2015). A proteína NS4a funciona como um cofator para a 379 

serina protease NS3, já a NS4b está associada ao complexo de replicação de RNA e 380 

está envolvida no rearranjo da membrana celular na célula infectada. As proteínas 381 

NS5a e NS5b podem ser encontradas como clivada ou como NS5a-NS5b não clivada, 382 

e seus papéis na replicação viral ainda são discutidos, porém NS5b, ou a RNA 383 

polimerase dependente de RNA funciona como a principal proteína na replicação do 384 

RNA genômico (NEILL, 2013). 385 
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Figura 2: Representação esquemática do genoma do gênero Pestivirus. Fonte: 386 
Adaptado de International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2020b).  387 

Análises detalhadas de alguns pestivírus, de acordo com seu 388 

comportamento em cultivo celular, permitiu separá-los em dois biótipos,  denominados 389 

citopáticos (CP), aqueles que induzem efeito citopático (ECP) e morte celular; e não 390 

citopáticos (NCP), aqueles que se replicam nas células hospedeiras sem produzir 391 

dano aparente à viabilidade celular ou redução na taxa de crescimento celular (TAUTZ 392 

et al., 2015). A virulência não é um fator a ser correlacionado com a citopatogenicidade 393 

desses vírus, já que cepas do biotipo NCP são as mais virulentas (PETERHANS; 394 

SCHWEIZER, 2010). Tanto a capacidade, quanto a forma de estabelecimento do ECP 395 

variam entre as espécies de pestivírus, de modo que cepas CP de campo de CSFV e 396 

vírus da doença da fronteira (Border disease virus - BDV) são mais raras de serem 397 

identificadas quando comparadas com cepas CP de BVDV (PETERHANS et al., 2010; 398 

MEYERS; THIEL, 1996). Provavelmente devido a virulência das cepas NCP nesses 399 

vírus e a interferência humana na disseminação de CSFV, por exemplo 400 

(PETERHANS; SCHWEIZER, 2010).  401 

Atualmente, das espécies que compõem o gênero Pestivirus, quatro 402 

são as que anteriormente eram reconhecidas: Pestivirus A (BVDV-1); Pestivirus B 403 

(BVDV-2); Pestivirus C (CSFV) e Pestivirus D (BDV) e, sete foram classificadas de 404 

acordo com Smith et al. (2017), sendo Pestivirus E (vírus antílope pronghorn), 405 

Pestivirus F (pestivírus suíno, vírus Bungowannah), Pestivirus G (pestivírus de girafa), 406 

Pestivirus H (HoBi-like, pestivírus ruminante atípico), Pestivirus I (pestivírus 407 
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semelhante a Aydin, pestivírus de ovelha), Pestivirus J (pestivírus de rato) e Pestivirus 408 

K (pestivírus atípico suíno) (ICTV, 2020b). Membros desse gênero estão claramente 409 

mais relacionados aos hepacivírus do que aos demais gêneros da família a qual 410 

pertencem (SCHWEIZER; PETERHANS, 2014).  411 

 Os pestivírus são agentes causadores de doenças com impactos 412 

financeiros negativos significativos na pecuária de todo o mundo (MEYERS; THIEL, 413 

1996), pois afeta rebanhos bovinos de leite e corte (MOENNIG; BECHER, 2018), além 414 

de rebanhos suínos (DALL AGNOL et al., 2020; KIRKLAND et al., 2019). Em suínos, 415 

CSFV que ocasiona uma doença hemorrágica grave, altamente contagiosa e de 416 

notificação obrigatória pela Organização Mundial de Saúde Animal (OIE), é o 417 

pestivírus mais importante (HARDY et al., 2020; KIRKLAND et al., 2019). Entretanto, 418 

pestivírus suíno atípico (atypical porcine pestivirus – APPV),  que é um vírus associado 419 

a tremor congênito em leitões, tem produzido impacto variado ao redor do mundo, 420 

principalmente devido às taxas de mortalidade em leitões recém-nascidos (DALL 421 

AGNOL et al., 2020; PAN et al., 2019).  422 

A circulação de pestivírus em populações de animais selvagens, tem 423 

sido motivo de preocupação quando o objetivo é impedir a transmissão e 424 

disseminação desses vírus para rebanhos domésticos. Populações de suínos 425 

selvagens tem sido relatadas como reservatórios de CSFV, sendo considerados um 426 

importante fator para a persistência do vírus e motivo de dificuldade para controle da 427 

doença (EDWARDS et al., 2000; KIRKLAND et al., 2019). A mesma preocupação 428 

envolve APPV, que mesmo ainda não tendo sido documentada a transmissão entre 429 

suínos selvagens e domésticos, essa hipótese não deve ser descartada  (DALL 430 

AGNOL et al., 2020).  431 

Ressalta-se ainda que a transmissão interespécies é conhecida, 432 

principalmente envolvendo os pestivírus de ruminantes em suídeos, como por 433 

exemplo, suínos infectados com BVDV e BDV, resultando no desenvolvimento de 434 

doença, porém sem maiores impactos clínicos (KIRKLAND et al., 2019). Mesmo os 435 

pestivírus  estando entre os mais difundidos de todos os vírus de animais domésticos 436 

(SCHWEIZER; PETERHANS, 2014), evidências da replicação de pestivírus suínos – 437 

CSFV- em bovinos não foram encontradas (TAO et al., 2013; TAUTZ et al., 2015). 438 



34 
 

 
 

2.3.1.2 Vírus da diarreia viral bovina  439 

BVDV abrange dois tipos virais distintos, BVDV-1 (Pestivírus A), 440 

classificado em 23 subgenotipos (1a – 1w) e BVDV-2 (Pestivirus B) em cinco 441 

subgenotipos (2a–2e) (YEŞILBAĞ et al., 2017; WANG et al., 2020). BVDV é capaz de 442 

infectar bovinos, ovinos (GRAHAM et al., 2001), caprinos (MISHRA et al., 2007), 443 

bisões (DEREGT et al., 2005), bubalinos (CRAIG et al., 2008; PAIXÃO et al., 2018), 444 

suínos domésticos (MOSENAV et al., 2020) e javalis (PORTO et al., 2021; ŽUPANČIĆ 445 

et al., 2002). 446 

BVDV está relacionado com problemas respiratórios, reprodutivos, 447 

entéricos e imunossupressão em animais infectados provenientes de rebanhos 448 

bovinos de corte e leite em todo o mundo (HOUE, 1999; RIDPATH, 2010). Devido à 449 

grande diversidade subgenotípica, a infecção por BVDV é responsável por graves 450 

perdas econômicas na pecuária mundial (HOUE, 1999; MOENNIG et al., 2005), uma 451 

vez que um mesmo rebanho pode ser infectado por vários subgenotipos, mesmo 452 

quando regularmente vacinado (LINDBERG, 2003; OTONEL et al., 2014). Perdas 453 

diretas por BVDV são causadas principalmente por mortalidade, morbidade, 454 

infertilidade, parto prematuro, natimortalidade e, abortamento, sendo comum 455 

reinfecções. Esses fatores influenciam consideravelmente os valores das perdas 456 

econômicas, que variam de US$ 0,50 a 687,80 por animal, a depender do país a que 457 

se refere (RICHTER et al., 2017). 458 

Mesmo os vírus BVDV-1 e BVDV-2 sendo genética e antigenicamente 459 

diferentes, ambas as espécies possuem cepas CP e NCP (PETERHANS et al., 2010). 460 

No entanto, as cepas NCP são responsáveis pela maioria das infecções naturais 461 

(EVANS et al., 2019), denominadas como infecções transitórias, isto é, são infecções 462 

agudas com viremia transitória que inicia aproximadamente três dias após a infecção 463 

e perdura até o desenvolvimento da imunidade, geralmente duas semanas pós-464 

infecção (LANYON et al., 2014).  465 

A infecção de vacas por BVDV entre 29 a 41 dias pós-concepção pode 466 

levar à morte embrionária. Já, a infecção entre o segundo e o quarto mês de gestação 467 

com cepas NCP de BVDV pode resultar em infecção persistente do feto (LANYON et 468 

al., 2014; PETERHANS et al., 2010) e em nascimento de bezerros imunotolerantes e 469 

persistentemente infectados (PI). Animais PI excretam o vírus em todas as secreções 470 

e excreções durante toda a vida e são os principais transmissores/disseminadores do 471 
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vírus em um rebanho infectado (PECORA et al., 2014). Bovinos PI podem apresentar 472 

baixo ganho de peso, infecções secundárias recorrentes e/ou desenvolver doença das 473 

mucosas (DM) que é uma doença com alta letalidade e implicações no bem-estar 474 

animal (EVANS et al., 2019; LAVEN, 2008). A DM, desencadeada principalmente em 475 

indivíduos com idade superior a sete meses, ocorre quando em um animal PI  é 476 

infectado por uma cepa CP de BVDV (LANYON et al., 2014). A origem dessa cepa 477 

pode ser outro animal contactante ou do próprio animal PI decorrente de uma mutação 478 

da cepa NCP, a qual ele é imunotolerante, em uma cepa CP (MEYERS; THIEL, 1996).  479 

Além de bovinos, infecção persistente por BVDV foi demonstrada 480 

também em outras espécies, incluindo animais selvagens (PATON; DONE, 1994; 481 

RIDPATH, 2012). Porém, mesmo com abundantes evidências de que os pestivírus 482 

atualmente circulam em populações de animais selvagens, estudos epidemiológicos 483 

são escassos e o impacto da exposição e prevalência dessas infecções são 484 

amplamente desconhecidos (RIDPATH; NEILL, 2016). Considerando as evidências 485 

de que infecções por BVDV em animais silvestres resultam em consequências 486 

semelhantes às observadas em animais domésticos (KHODAKARAM-TAFTI; 487 

FARJANIKISH, 2017; VILČEK; NETTLETON, 2006), a detecção de animais PI em 488 

populações de animais silvestres de vida livre tem relevância epidemiológica 489 

equiparável ao monitoramento de PI em rebanhos de animais domésticos, pois os PIs 490 

atuam como transmissores eficientes para manter o vírus em circulação (RIDPATH; 491 

NEILL, 2016). 492 

Em rebanhos, a avaliação da presença de BVDV nos animais é razão-493 

depende, de forma que para cada caso, como, doença das mucosas, problemas 494 

reprodutivos, animais jovens com baixo ganho de peso e problemas de doenças 495 

intercorrentes, a estratégia de triagem pode ser diferente (LAVEN, 2008). Devido à 496 

importância na diferenciação de infecção aguda de uma persistente para a 497 

identificação e remoção de animais PI, métodos de diagnóstico como isolamento viral 498 

em cultivo celular, RT-PCR, imunohistoquímica (IHQ), ensaio imunoenzimático para 499 

captura de antígeno (AC-ELISA) são comumente utilizados (KHODAKARAM-TAFTI; 500 

FARJANIKISH, 2017). 501 

O isolamento viral é um método virológico clássico empregado em 502 

programas de controle e erradicação e consiste no isolamento de BVDV em cultivos 503 

celulares a partir de linhagens celulares, como a linhagem de rim bovino Madin Darby 504 

(MDBK) (SALIKI; DUBOVI, 2004). A caracterização do agente infeccioso nos aspectos 505 



36 
 

 
 

antigênicos e genotípicos é importante para a epidemiologia da doença (PECORA et 506 

al., 2014), porém para identificação de PI um novo teste RT-PCR deve ser realizado 507 

após três semanas. O soro de bezerros jovens deve ser evitado para a identificação 508 

de PI, pois anticorpos colostrais podem reduzir o número de partículas virais 509 

circulantes (KHODAKARAM-TAFTI; FARJANIKISH, 2017). Adicionalmente, a 510 

manipulação desses pestivírus em laboratório pode pôr em risco o isolamento viral 511 

devido à contaminação cruzada (VILČEK; NETTLETON, 2006). Diante das restrições 512 

apresentadas pelo método, mesmo que o isolamento viral seja considerado “padrão 513 

ouro” para diagnóstico de BVDV, o uso de RT-PCR tem se tornado cada vez mais 514 

comum, devido a sensibilidade, especificidade e rapidez no resultado do teste, ao 515 

relativo baixo custo e por não se restringir a laboratórios com instalações adequadas 516 

para cultivo de células (DUBOVI, 2013; LANYON et al., 2014; SALIKI; DUBOVI, 2004).   517 

Ao considerarmos a facilidade de amostragem e custo relativamente 518 

reduzido, coloração IHQ de biópsias de pele é uma técnica sensível e específica que 519 

detecta antígeno de BVDV e possibilita a identificação de animais PI (KHODAKARAM-520 

TAFTI; FARJANIKISH, 2017). O teste AC-ELISA é apresentado como um kit 521 

comercial, que captura a glicoproteína Erns que é uma proteína estrutural (envelope 522 

viral) produzidas por células infectadas durante a replicação do vírus. Além do uso de 523 

fragmentos da orelha como tecido-alvo, outros materiais biológicos como células 524 

leucocitárias, plasma, soro e tecidos também podem ser utilizados (KHAN et al., 2011; 525 

KHODAKARAM-TAFTI; FARJANIKISH, 2017). 526 

No entanto, quando o objetivo é detectar anticorpos de animais 527 

expostos ao agente infeccioso por meio de uma exposição natural ou um protocolo de 528 

imunização, a sorologia é o procedimento padrão sendo os testes de ELISA e de 529 

vírusneutralização (VN) os mais difundidos (DUBOVI, 2013). Esses métodos 530 

sorológicos são mais eficientes para avaliar a eficácia da vacina, a conformidade do 531 

protocolo de vacinação e o status do rebanho quanto à exposição ao BVDV, 532 

determinar se um bezerro possui anticorpos colostrais e, com exceção de animais PI, 533 

associar BVDV aos sinais clínicos (DUBOVI, 2013; SALIKI; DUBOVI, 2004). Embora 534 

a VN dificulte a comparação minuciosa entre resultados de diferentes laboratórios 535 

devido à dificuldade na padronização dos testes, além de custo e tempo maior que os 536 

testes de ELISA, a VN é o único teste que possibilita avaliar o status e títulos de 537 

anticorpos neutralizantes em relação às variações de cepas que existem entre os 538 

isolados de BVDV. A VN apresenta ainda vantagem adicional de possibilitar a 539 
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avaliação do perfil sorológico para BVDV em espécies não bovinas (DUBOVI, 2013). 540 

Estudos da diversidade genética de BVDV em um mesmo rebanho 541 

têm sido realizados, principalmente para avaliação das medidas profiláticas e 542 

avaliação da eficiência dos protocolos vacinais (OTONEL et al., 2014). Esses 543 

programas de vacinação são empregados com o objetivo de prevenir a viremia, o 544 

nascimento de animais PI e limitar a disseminação de BVDV e/ou outros patógenos 545 

que podem estar associados ao BVDV, possivelmente devido ao comprometimento 546 

do sistema imunológico do animal (FULTON et al., 2009; NEWCOMER et al., 2017; 547 

OLIVEIRA et al., 2020). Considerando que a grande diversidade molecular e 548 

antigênica das cepas de campo de BVDV contribui com falhas vacinais, 549 

principalmente com relação à prevenção de infecções embrionárias e fetais, todos os 550 

esforços de controle devem ser acompanhados e monitorados por rígidos protocolos 551 

de biosseguridade externa e interna ao rebanho (MOENNIG; BECHER, 2018).  552 

2.3.1.3 BVDV em suídeos 553 

A presença de BVDV em suínos domésticos tem sido observada com 554 

mais frequência, em razão da maior facilidade de obtenção de amostras biológicas 555 

para análise em relação aos animais de vida livre. Mesmo que o foco do 556 

monitoramento de BVDV seja maior em bovinos, vários estudos envolvendo suídeos 557 

tem avaliado a presença de anticorpos anti-BVDV e de RNA viral (OLIVEIRA et al., 558 

2020). 559 

Anticorpos anti-BVDV foram encontrados em suínos domésticos da 560 

Noruega (LØKEN, et al., 1991), Irlanda (GRAHAM et al., 2001), Países Baixos 561 

(LOEFFEN et al., 2009), Polônia (LIPOWSKI, 2014), Brasil (GATTO et al., 2017; 562 

MOSENAV et al., 2020) e javalis da Croácia (ŽUPANČIĆ et al., 2002).  563 

O RNA viral também foi detectado em suídeos de vários países.  Na 564 

Europa, os estudos envolveram suínos domésticos e javalis da Romênia  (TURCITU 565 

et al., 2010; ANIȚĂ et al., 2020) e javalis da Sérvia (MILIĆEVIĆ et al., 2018). Na Ásia, 566 

a presença de BVDV foi detectada em súinos domésticos da China (DENG et al., 567 

2012). Já na América do Sul, especialmente no Brasil, a investigação do RNA BVDV 568 

envolveu suínos domésticos (MOSENAV et al., 2020) e javalis de cativeiro (WEBER 569 

et al., 2016). Mais recentemente, RNA de BVDV foi identificado em javalis brasileiros 570 

de vida livre (PORTO et al., 2021), constituindo-se como o primeiro estudo a investigar 571 
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BVDV em javalis da natureza. 572 

Inicialmente, acreditava-se que a infecção de suínos por BVDV 573 

ocorresse principalmente pela proximidade com rebanhos bovinos (LOEFFEN et al., 574 

2009; TERPSTRA; WENSVOORT, 1997). Porém, a partir de um experimento 575 

realizado com suínos infectados e não infectados por BVDV e a presença de baias 576 

com fundo d´água, foi possível observar que os suínos podem se infectar por meio da 577 

lâmina d´água contaminada (NASCIMENTO et al., 2018). Levando em consideração 578 

que suídeos domésticos e selvagens tem o hábito de usarem lâminas d´água para 579 

troca de calor, BVDV pode ser disseminado para os indivíduos suscetíveis da 580 

população pela contaminação do ambiente e não somente pelo contato físico entre os 581 

indivíduos. 582 

A presença de sinais clínicos e capacidade de BVDV causar doença 583 

em suídeos ainda não é um consenso. Estudos observaram a presença 584 

(NASCIMENTO et al., 2018) ou não (ŽUPANČIĆ et al., 2002) de sinais clínicos 585 

ocasionados pela infecção experimental com o vírus em leitões. Diarreia, calafrios, 586 

secreção nasal foi observada a partir do 15º dia pós infecção, quando comparados 587 

aos leitões controle, coincidindo com o início da eliminação viral. Em observações de 588 

campo, um estudo envolvendo suínos de várias províncias da China observou sinais 589 

clínicos como aborto, hiperpirexia, diarreia e mortalidade neonatal (DENG et al., 590 

2012). Porém, a alta taxa de infecção mista envolvendo circovírus suíno tipo 2 (PCV2) 591 

e CSFV podem ter contribuído para o aparecimento e agravamento dos sinais clínicos 592 

e morte. 593 

A capacidade de cepas NCP originar indivíduos PI em suídeos tem 594 

sido pouco estudada e com resultados que sugerem pouca (TERPSTRA; 595 

WENSVOORT, 1997) ou nenhuma capacidade de produzir infecção persistente 596 

(GOMES et al., 2019). Entretanto, são necessários mais estudos epidemiológicos 597 

envolvendo o monitoramento de populações BVDV-positivas, principalmente em 598 

animais de vida livre. Considerando que no Brasil o abate de javalis de vida livre é 599 

permitido e incentivado, métodos investigativos mais invasivos como autopsia e RT-600 

PCR a partir de amostras de tecidos são excelentes para o monitoramento de BVDV 601 

em populações de javalis de vida livre.  602 

O monitoramento de BVDV em suínos, incluindo os asselvajados, é 603 

importante (i) pela possibilidade do animal infectado apresentar sinais clínicos; (ii) pela 604 

possibilidade de transmissão para outros indivíduos, principalmente em animais de 605 
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vida livre transeuntes que tem contatos com indivíduos de outras populações; (iii) pela 606 

possiblidade de reatividade cruzada com CSFV, podendo levar a redução do tamanho 607 

do surto de CSFV em rebanhos positivos e como consequência esse surto 608 

autolimitado  não ser percebido; e (iv) interferência de BVDV no diagnóstico de CSFV, 609 

pois a presença de anticorpos anti-BVDV no soro suíno pode levar a resultados falso-610 

positivos em testes sorológicos para o diagnóstico de CSFV, ou a possibilidade de 611 

também ocorrer o inverso (OLIVEIRA et al., 2020; TAO et al., 2013; WIERINGA-612 

JELSMA et al., 2006).  613 

2.3.2 Herpesviridae 614 

Herpesviroses são infecções causadas por vírus da ordem 615 

Herpesvirales, que infectam uma grande variedade de animais, desde moluscos a 616 

mamíferos (DAVISON et al., 2009). Vírus dessa ordem são classificados em três 617 

famílias, Herpesviridae (infectam répteis, aves e mamíferos), Alloherpesviridae 618 

(infectam anfíbios e peixes) e Malacoherpesviridae (infectam bivalves) (DAVISON et 619 

al., 2009; METTENLEITER et al., 2019). Especula-se que uma ou mais espécies de 620 

herpesvírus tenha infectado cada espécie de vertebrado até o momento 621 

(MACLACHLAN et al., 2017).  622 

Herpesvirales são vírus DNA de fita dupla, com 125-290 kbp e 120 a 623 

260 nanômetros de diâmetro (ICTV, 2020d). Compartilham morfologia comum e são  624 

constituídos por capsídeo icosaédrico contendo 161 capsômeros, que envolve o DNA, 625 

circundado por uma camada de tegumento (matriz proteica) e um envelope 626 

glicolipoproteico (DAVISON et al., 2009; METTENLEITER et al., 2006). O genoma 627 

dessa ordem viral é dividido em 70-200 ORFs que codificam proteínas (Figura 3), além 628 

de abrigam vários genes de microRNA e expressar numerosas transcrições 629 

supostamente não traduzidas de função desconhecida (ICTV, 2020d). 630 
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Figura 3: Representação esquemática das ORFs do genoma de herpesvírus equino 631 
tipo 8 (EHV-8) Fonte: Garvey e colaboradores (2018).  632 

A classificação dos herpesvírus é complexa (MACLACHLAN et al., 633 

2017), pois a característica unificadora em toda a ordem Herpesvirales é a morfologia 634 

do vírion e não as características genéticas, de forma que membros de suas três 635 

famílias são muito distantes uns dos outros (PAYNE, 2017). Apesar disso, a ordem 636 

compartilha quatro genes conservados: DNA polimerase; subunidade ATPase da 637 

DNAterminase, proteína envolvida no empacotamento do DNA durante a maturação 638 

do vírion (DAVISON, 2002; PAYNE, 2017); Ribonucleotídeo redutase subunidade alfa  639 

e dUTP difosfatase (Figura 4) (ANDRADE-MARTÍNEZ et al., 2019). 640 

Herpesvírus estabelecem infecção vitalícia latente em seus 641 

hospedeiros (STACK et al., 2012). A DNA polimerase viral é uma enzima chave na 642 

fase lítica da infecção por herpesvírus para garantir a replicação do genoma viral. As 643 

DNA polimerases são, portanto, alvos tanto para o desenvolvimento de inibidores 644 

potentes, quanto dos miRNAs virais, responsáveis pela inibição da DNA polimerase e 645 

implicados no estado de latência de alguns herpesvírus (ZARROUK et al., 2017).  646 

O sucesso dos herpesvírus é em grande parte devido à sua 647 

capacidade de estabelecer latência e de reativar, de maneira que o DNA viral é 648 

mantido de forma estável no núcleo da célula como múltiplas cópias circulares na 649 

forma epissomal fazendo com que o vírus estabeleça infecção persistente na célula, 650 
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sem neutralização pelo sistema imunológico (COHEN, 2020; METTENLEITER et al., 651 

2019). A análise do viroma humano permitiu a descoberta de alta prevalência desses 652 

vírus em indivíduos assintomáticos, com algumas espécies estabelecendo infecções 653 

crônicas em até 90% da população (ANDRADE-MARTÍNEZ et al., 2019), como por 654 

exemplo, o vírus Epstein-Barr (EBV), vírus varicella-zoster (VZV) e herpesvírus 655 

simplex tipo 1 (HSV-1). No entanto, estas mesmas espécies também estão 656 

relacionadas a várias doenças com impacto na saúde humana (VIRGIN et al., 2009). 657 

As diferentes interações observadas entre a espécie de herpesvírus 658 

e o hospedeiro dependem do processo da infecção (aguda ou crônica) e do status 659 

imunológico hospedeiro (indivíduos normais ou imunocomprometidos) (VIRGIN, 2014; 660 

VIRGIN et al., 2009). Devido às características do processo de infecção observadas 661 

nas herpesviroses, um cenário de impacto sanitário e econômico é observado em 662 

animais domésticos e de produção, já que pelo menos uma doença importante de 663 

cada espécie de animal doméstico, é causada por herpesvírus, como por exemplo, 664 

rinotraqueíte infecciosa bovina, pseudo-raiva ou doença de Aujeszky em suínos e 665 

outros animais, rinotraqueíte viral felina e doença de Marek em galinhas 666 

(MACLACHLAN et al., 2017). 667 

 A família Herpesviridae, que compõe tanto os vírus de importância 668 

animal quando humana, é dividida em três subfamílias: Alphaherpesvirinae, 669 

Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae. Muitos elementos do conteúdo e ordem 670 

dos genes são conservados no nível da subfamília. Com isso, a classificação dos 671 

membros da família Herpesviridae pode ser facilmente e confiavelmente realizada 672 

atribuindo-os a uma das três subfamílias, com base nas relações entre qualquer uma 673 

das várias proteínas conservadas, como por exemplo, a DNA polimerase (ICTV, 674 

2020d).  675 

O sítio de latência varia nas diferentes subfamílias de herpesvírus. 676 

Alphaherpesvirus estabelece latência em neurônios; Betaherpesvirus, em células 677 

tronco hematopoiéticas CD34+, células progenitoras mieloides CD34+ e monócitos 678 

CD14 e CD4+; e Gammaherpesvirus, em linfócitos B (COHEN, 2020; 679 

METTENLEITER et al., 2019). Herpesvírus relevantes para suínos são encontrados 680 

nessas três subfamílias, como por exemplo: Suid alphaherpesvirus 1 (vírus da doença 681 

de Aujeszky), Suid betaherpesvirus 2 (citomegalovírus suíno) e Suid 682 

gammaherpesvirus 3 (herpesvírus linfotrópico suíno 1).  683 

 Gammaherpesvirinae, subfamília de interesse do presente estudo, é 684 
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dividida em quatro gêneros: Lymphocryptovirus, Macavirus, Percavirus e 685 

Rhadinovirus. Os vírus distribuídos em cada gênero acometem uma ampla variedade 686 

de espécies animais e as sequências de nucleotídeos ou deduzidas de aminoácidos 687 

das espécies dos gêneros formam linhagens distintas no âmbito da subfamília (ICTV, 688 

2020d). Membros dessa subfamília são mais restritos em relação a hospedeiros e 689 

tipos de células que infectam do que vírus classificados nas outras subfamílias 690 

(SPEAR; LONGNECKER, 2003). As infecções ocasionadas por espécies 691 

classificadas na subfamília Gammaherpesvirinae, assim como aquelas ocasionadas 692 

por vírus da subfamília Betaherpesvirinae frequentemente, mas não invariavelmente, 693 

são clinicamente silenciosas, especialmente em mamíferos (MACLACHLAN et al., 694 

2017).  695 

2.3.2.1 Gênero Macavirus 696 

O gênero Macavirus compreende vírus que tem mamíferos como 697 

hospedeiros. As espécies desse gênero podem ser distribuídas em duas categorias: 698 

i) as que ocasionam infecções inaparentes, geralmente em seus hospedeiros 699 

reservatórios; ii) as que determinam infecções linfoproliferativas fatais, como a febre 700 

catarral maligna (MCF), que afeta ruminantes selvagens e domésticos e suínos, 701 

porém geralmente é de baixa patogenicidade em hospedeiros naturais específicos 702 

(CUNHA et al., 2019; DAS NEVES et al., 2020). Até o momento este gênero possui 703 

nove espécies conhecidas: Alcelaphine herpesvirus 1 (AIHV-1); Alcelaphine 704 

herpesvirus 2 (AIHV-2); Bovine herpesvirus 6 (BoHV-6); Caprine herpesvirus 2 (CpHV-705 

2); Hippotragine herpesvirus 1 (HiHV-1); Ovine herpesvirus 2 (OvHV-2); Suid 706 

gammaherpesvirus 3 (PLHV-1), Suid gammaherpesvirus 4 (PLHV-2) e Suid 707 

gammaherpesvirus 5 (PLHV-3) (ICTV, 2020c; METTENLEITER et al., 2019; ZHU et 708 

al., 2018). 709 

2.3.2.2 Herpesvírus linfotrópico suíno 710 

Herpesvírus linfotrópico suíno (Porcine lymphotropic herpesvirus – 711 

PLHV) são vírus que acometem suídeos domésticos e silvestres (ICTV, 2020d). Em 712 

suínos domésticos, até o momento foram detectados na Alemanha ((EHLERS et al., 713 

1999b; ULRICH et al., 1999), França, Itália e Suécia (CHMIELEWICZ et al., 2003; 714 

FRANZO et al., 2021), Brasil (DALL AGNOL et al., 2020) e suínos miniatura 715 
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(miniporcos) provenientes dos Estados Unidos (CHMIELEWICZ et al., 2003). Nos 716 

suídeos selvagens, PLHV-1 e PLHV-2 foram detectados em porco feral de vida livre 717 

da Alemanha (ULRICH et al., 1999), PLHV-1 em porcos barbudos (Sus barbatus 718 

Müller, 1838) provenientes de zoológico do sudeste asiático, PLHV-1 e PLHV-3 em 719 

Phacochoerus africanus (Gmelin, 1788) de vida livre de Zimbábue, PLHV-3 em 720 

Babyrousa babyrussa (Linnaeus, 1758) provenientes de zoológicos europeus e do 721 

sudeste asiático (EHLERS et al., 2004). 722 

PLHV-1 e PLHV-2 foram descritos pela primeira vez em 1999, em 723 

amostras de sangue de suínos domésticos na Alemanha e amostras de baço e pulmão 724 

de suínos domésticos da Espanha, com diferença entre os dois tipos virais de 7% em 725 

análises de identidade de nucleotídeos e de 5% similaridade de aminoácidos nos 726 

genes da DNA polimerases (EHLERS et al., 1999b). Já PLHV-3 foi identificado em 727 

sangue de suínos na Alemanha em 2003 e se mostrou mais distante dos tipos PLHV-728 

1 e PLHV-2, com 66% de identidade de nucleotídeos em sequências de DNA 729 

polimerase (CHMIELEWICZ et al., 2003).   730 

A caracterização dos vírus foi realizada a partir de PCR que amplificou 731 

genomas com 101 kbp, 68 kbp e 98 kbp para PLHV-1, PLHV-2 e PLHV-3, 732 

respectivamente. Estes vírus, devido a não propagação em culturas de células, foram 733 

detectados diretamente de amostras clínicas positivas. A partir de um linfonodo de 734 

suíno miniatura acometido pela doença linfoproliferativa pós-transplante 735 

(Posttransplantation lymphoproliferative disease - PTLD) foi detectado PLHV-1, já 736 

PLHV-2 foi detectado inicialmente em uma tonsila de um javali e PLHV-3 em baço de 737 

um suíno de abatedouro (GOLTZ et al., 2002; LINDNER et al., 2007; METTENLEITER 738 

et al., 2019). O gene da DNA polimerase tem sido utilizado para a caracterização do 739 

vírus, pois contém regiões altamente conservadas, adequadas para o direcionamento 740 

dos primers degenerados. Além de ser sequenciado com relativa frequência, gerando 741 

informações sobre as sequências de nucleotídeos de várias cepas provenientes de 742 

regiões geográficas distintas e que são disponibilizadas em bancos públicos de dados, 743 

permitindo a realização de análises comparativas (EHLERS et al., 1999b). 744 

PLHV é frequentemente encontrado em suínos domésticos e porcos 745 

ferais, com infecção persistente em linfócitos B e potencial linfoproliferativo 746 

(CHMIELEWICZ et al., 2003). A detecção pode ser feita em leucócitos sanguíneos, 747 

que pode ser utilizado em diagnósticos de indivíduos vivos; em órgãos linforeticulares 748 

(baço, nódulos linfáticos, amígdalas, medula óssea); pulmões (CHMIELEWICZ et al., 749 
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2003; EHLERS et al., 1999b; ULRICH et al., 1999); coração, bexiga, rim, coração, 750 

fígado e sistema nervoso central (DALL AGNOL et al., 2020).  751 

Muitos suínos apresentam infecções múltiplas por diferentes espécies 752 

de PLHV e, devido à natureza degenerada e propriedades de ligação universal dentro 753 

da família Herpesviridae dos primers consensus utilizados na PCR, são utilizados para 754 

uma triagem inicial das amostras. Geralmente esses primers consensus amplificam 755 

sequências de apenas um vírus a partir de uma infecção mista, o que inviabiliza o 756 

diagnóstico específico (METTENLEITER et al., 2019). Para diagnóstico simultâneo de 757 

múltiplas infecções em uma única amostra são realizados ensaios de PCR com 758 

primers específicos para cada espécie de PLHV (CHMIELEWICZ et al., 2003; 759 

EHLERS et al.,  1999b).  760 

Ensaios sorológicos baseados em ELISA também são eficientes para 761 

avaliar soropositividade de suínos de diferentes idades, com resultados compatíveis 762 

com a taxa de animais positivos por PCR (BREMA et al., 2008; METTENLEITER et 763 

al., 2019) 764 

A principal via de transmissão de PLHV é a horizontal e, como 765 

esperado para herpesvírus, ocorre principalmente pelo contato próximo, 766 

particularmente contato entre mucosas (TUCKER et al., 2003; MACLACHLAN et al, 767 

2017). O confinamento dos rebanhos domésticos também favorece a transmissão, 768 

principalmente por espirros e dispersão de gotículas a curta distância, como 769 

observado em outros gamaherpesvírus (DENNER, 2021; MACLACHLAN et al, 2017). 770 

No entanto, a transmissão vertical não foi descartada, até o momento, apenas um 771 

estudo experimental avaliou a capacidade de transmissão transplacentária de PLHV 772 

em leitões derivados de cesarianas, com resultados satisfatórios (1/33 animais 773 

avaliados foi positivo) mas, exigências de biosseguridade estritas são importantes 774 

para evitar a transmissão horizontal desses animais negativos (TUCKER et al., 2003). 775 

Em condições naturais nenhuma doença clínica foi observada 776 

envolvendo a infecção por PLHV (METTENLEITER et al., 2019). Em estudo 777 

experimental, PLHV-1 foi associado à PTLD em suínos miniatura submetidos a 778 

transplante de células-tronco hematopoiéticas halogênicas (HUANG et al., 2001). A 779 

participação de PLHV-1 em PTLD foi sugerida a partir da análise de sequência e 780 

expressão gênica desse vírus, o que indicou que PLHV-1 estava ativo durante a PTLD 781 

e pode estar envolvido na etiologia desta doença linfoproliferativa (GOLTZ et al., 782 

2002). Resultado semelhante foi observado em PTLD em humanos ocasionada pelo 783 
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EBV, um gammaherpesvirus humano (METTENLEITER et al., 2019).  784 

PLHVs são altamente prevalentes em rebanhos suínos e, devido ao 785 

potencial linfoproliferativo, tem despertado o interesse sobre a possibilidade de 786 

interação entre esse agente e outros patógenos virais (FRANZO et al., 2021; 787 

MCMAHON et al., 2006). Com base nesses estudos, e apesar de sua alta prevalência, 788 

a relevância dos PLHVs para a indústria suína é muito pequena (FRANZO et al., 789 

2021). Com exceção da preocupação que existe com a obtenção de órgãos a partir 790 

de animais infectados para serem utilizados em xenotransplantes devido à 791 

possibilidade de interação com outros herpesvírus ou de seu potencial zoonótico, 792 

particularmente em indivíduos imunossuprimidos transplantados (DALL AGNOL et al., 793 

2020; GOLTZ et al., 2002; METTENLEITER et al., 2019). 794 
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4 HIPÓTESE 1526 

Javalis capturados no estado do Paraná são hospedeiros de doenças 1527 

virais passíveis de serem transmitidas a animais silvestres e domésticos. 1528 
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5 OBJETIVOS   1529 

5.1 OBJETIVO GERAL  1530 

Estudar o papel do javali de vida livre na epidemiologia das infecções 1531 

virais em fragmentos de Mata Atlântica, no estado do Paraná, Brasil. 1532 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 1533 

 Estabelecer o perfil sanitário de javalis de vida livre provenientes 1534 

do estado do Paraná para agentes etiológicos virais; 1535 

 Conhecer a epidemiologia molecular das cepas dos vírus 1536 

identificados em javalis de vida livre do estado do Paraná;  1537 

 Determinar a ocorrência de infecção múltipla simultânea por 1538 

espécies distintas de agentes etiológicos virais; 1539 

 Gerar informações que possam melhorar programas sanitários 1540 

para o controle e profilaxia de infecções virais em suínos 1541 

domésticos e programas de controle e erradicação de javalis no 1542 

Brasil. 1543 
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6 ARTIGO A – DETECTION OF PESTIVIRUS A (BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS 1544 

1) IN FREE-LIVING WILD BOARS IN BRAZIL 1545 

O artigo foi publicado em 26 de fevereiro de 2021 no periódico Brazilian Journal of 1546 

Microbiology e encontra-se no formato da publicação. 1547 
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PORCINE LYMPHOTROPIC HERPESVIRUS IN BRAZILIAN FREE-LIVING WILD 1554 

BOARS 1555 

O artigo foi aceito para publicação em Journal of Veterinary Science, e encontra-1556 

se nas normas do referido periódico 1557 
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 1587 

Abstract 1588 

Background: Suid gammaherpesvirus 3, 4, and 5 (porcine lymphotropic herpesvirus – PLHV-1589 

1, -2, and -3) are viruses that infect domestic and feral pigs.  1590 

Objectives: To investigate the presence of PLHV DNA in biological samples from free-living 1591 

wild boars circulating in a Brazilian geographical region with a high density of commercial 1592 

domestic pigs. 1593 

Methods: Lung samples of 50 free-living wild boars were collected by exotic wildlife controller 1594 

agents between 2017 and 2019 in the state of Paraná, southern Brazil. Additionally, lung and 1595 

spleen fragments were obtained from six fetuses, collected by hysterectomy post mortem from 1596 

a pregnant sow. A PCR assay using consensus primers (pan-herpesviruses) was performed to 1597 

detect PLHV DNA. Samples that were detected as positive for PLHV DNA were subjected to 1598 

single-round PCR assays with specific primers for identifying PLHV-1 (213-S/215-As), PLHV-1599 

2 (208-S/212-As), and PLHV-3 (886s/886As). The specificity of the species-specific PCR 1600 

products was assessed by nucleotide sequencing of the amplicons.  1601 
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Results: Forty-eight (96%) of the 50 lung samples analyzed were positive for PLHV based on 1602 

the PCR assay with pan-herpesvirus primers. At least two PLHV species were simultaneously 1603 

identified in 33 (68.75%) positive samples. DNA from PLHV-1, -2, and -3 was found in free-1604 

living wild boars of all ages, but not in fetuses, even though they were born from a sow that 1605 

was positive for all three viruses.  1606 

Conclusion: The results show that these viruses are endemic to the population of feral pigs, 1607 

found in the Brazilian region evaluated, and as well as in domesticated pigs. 1608 

Keywords: Sus scrofa; swine; PLHV; PTLD; feral pig; biological invasion 1609 

 1610 

1. Introduction 1611 

Porcine lymphotropic herpesviruses (PLHVs) are classified into the viral species Suid 1612 

gammaherpesvirus 3 (PLHV-1), Suid gammaherpesvirus 4 (PLHV-2), and Suid 1613 

gammaherpesvirus 5 (PLHV-3) in the Herpesviridae family, Gammaherpesvirinae subfamily, 1614 

and Macavirus genus [1]. The subfamily has transformative potential and preferential 1615 

association with lymphocytes or lymphoid tissue, and many members of this subfamily are 1616 

frequently associated with lymphoproliferative disorders [1,2,3]. In addition, PLHV is 1617 

frequently detected in domestic and feral pigs with persistent infection of B lymphocytes [4]. 1618 

PLHV-1 is associated with post-transplant lymphoproliferative disease (PTLD) in 1619 

miniature pigs undergoing allogeneic hematopoietic stem cell transplantation due to the 1620 

accentuated increase in PLHV-1 genomic copies in these animals [5]. Furthermore, sequence 1621 

analysis and gene expression of PLHV-1 during PTLD in pigs indicated active infection by the 1622 

virus, which may be involved in the etiology of this lymphoproliferative disease [6]. However, 1623 

these results are from experimental studies, and there is no knowledge of clinical diseases 1624 

caused by natural infections with PLHV [3]. 1625 



77 
 

 
 

Globally, epidemiological studies of PLHV have been conducted in swine (Suidae 1626 

family, Cetartiodactyla order), such as domestic pigs (Sus scrofa domestica, Linnaeus, 1758), 1627 

wild boars (Sus scrofa Linnaeus, 1758), bearded pigs (Sus barbatus Müller, 1838), and hairy 1628 

babirusa (Babyrousa babyrussa Linnaeus, 1758) [4,7,8]. In Brazil, only one study involving 1629 

PLHV in domestic swine has been conducted [9]. However, the epidemiology of PLHV in wild 1630 

boars has not yet been investigated. 1631 

Wild boars are originally distributed across Europe, Asia, and northern Africa. In Brazil, 1632 

the occurrence of free-living species has been recorded since 1980, especially in southern Brazil 1633 

[10,11]. The rapid dispersion of wild boars to other Brazilian regions is a concern because of 1634 

the environmental, economic, and health problems caused by invasive species [11]. 1635 

Considering the dispersion capacity, the history of wild boar invasion in Brazil, and especially 1636 

the proximity to pig farms, this study investigated the presence of PLHV DNA in biological 1637 

samples of free-living wild boars circulating in a Brazilian geographical region with a high 1638 

density of commercial pig farms.1639 
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2. Materials and methods 1640 

Sample collection 1641 

The management of wild boars in this study was performed by exotic wildlife controller 1642 

agents properly authorized by the Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural 1643 

Resources (IBAMA) and registered in the Federal Technical Register of Potentially Pollutive 1644 

Activity (CTF/APP). To follow all guidelines for care and use of animals, this study was 1645 

submitted to the Ethics Committee on Animal Experiments of the Universidade Estadual de 1646 

Londrina and approved under identification number 22831.2017.40. 1647 

The lungs of 50 free-living wild boars were sampled in the Northern (6 males, 10 1648 

females) and Campos Gerais (15 males, 19 females) regions of Paraná state from 2017 to 2019. 1649 

After capturing, animal weight was estimated for further categorization into ages (0–20 kg, 1650 

piglets/infant individuals; 21–40 kg, juvenile individuals; 41–60 kg, subadults; and > 60 kg, 1651 

adults) [12]. The animals sampled in this study had weights ranging from 3 to 200 kg, the infant 1652 

individuals weighed between 3 to 20 kg, juvenile individuals generally weighed 30 kg, while 1653 

adults had weights ranging from 70 to 200 kg. No subadult wild boars were captured. 1654 

 Additionally, lung and spleen fragments were obtained from six fetuses, which were 1655 

collected by hysterectomy post mortem from a pregnant female wild boar. The age of the fetuses 1656 

was estimated according to their size in millimeters, as previously described [13]. The fetuses 1657 

were approximately 150 mm in size; hence, the estimated age was approximately 65 days of 1658 

gestation. Tissue fragment samples were collected and stored at −80 °C for further analysis. 1659 

DNA extraction and molecular analysis  1660 

Tissue samples were mechanically disrupted using a MagNa Lyser Instrument (Roche 1661 

Diagnostics®, Mannheim, Germany), homogenized in 0.01 M phosphate-buffered saline (PBS, 1662 

10% w/v) at pH 7.2, and clarified by centrifugation at 2,000 × g for 10 min.  1663 
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For nucleic acid extraction, 500 µL of tissue suspensions were pretreated with 1664 

proteinase K and subjected to a combination of phenol/chloroform/isoamyl alcohol and 1665 

silica/guanidine isothiocyanate techniques [14,15]. The extracted nucleic acids were eluted in 1666 

50 µL UltraPure™ diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water (Invitrogen™ Life 1667 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) and stored at −80 °C. Sterile ultrapure nuclease-free water 1668 

was used as a negative control for nucleic acid extraction and the following procedures. 1669 

A PCR assay with consensus primers (pan-herpesviruses) for partial amplification of 1670 

the herpesvirus DNA polymerase gene [16] was used to survey the presence of the PLHV 1671 

genome. To classify the PLHV strains detected into species, the positively tested samples of 1672 

PLHV DNA were further subjected to single-round PCR assays with specific primers for the 1673 

partial amplification of the DNA polymerase genes of PLHV-1 (213-S/215-AS, 393 bp) [7,17], 1674 

PLHV-2 (208-S/212-AS, 334 bp) [7,17], and PLHV-3 (886s/886as, 148 bp) [4]. 1675 

Sequencing analysis 1676 

Sequencing analysis confirmed the specificity of PCR products. One amplified product 1677 

for each viral species (PLHV-1, PLHV-2, and PLHV-3) was purified using the PureLink® 1678 

Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen® Life Technologies, 1679 

Carlsbad, CA, USA). DNA was quantified using a Qubit® Fluorometer (Invitrogen® Life 1680 

Technologies, Eugene, OR, USA) and subjected to nucleotide sequencing in an ABI3500 1681 

Genetic Analyzer sequencer with the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 1682 

Biosystems, Foster City, CA, USA) using the same primer pairs used for the species-specific 1683 

PCR. 1684 

The quality of the sequences obtained was evaluated using the Phred software 1685 

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/), and consensus sequences were obtained using 1686 

the CAP3 software (http://doua.prabi.fr/software/cap3). The similarities of the products were 1687 

compared to the reference and other sequences deposited in public databases (GenBank, 1688 
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National Institute of Health, Bethesda, MD, USA) using BLAST software 1689 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Sequences were aligned using the CLUSTALW 1690 

program (version 1.4), and the similarity percentage was obtained using BioEdit software 1691 

v7.0.26. The phylogenetic tree based on nucleotide sequences was built using MEGA X 1692 

software by the maximum likelihood method and p-distance model, with a bootstrap of 1,000 1693 

replicates using the Akaike information criterion (AIC). For the classification of virus 1694 

sequences, pairwise identity was performed using the Sequence Demarcation Tool (SDT) v1.2 1695 

software using CLUSTALW.1696 
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3. Results 1697 

Identification of PLHV in wild boars 1698 

 Forty-eight of the 50 lung samples analyzed were positive for PLHV DNA. According 1699 

to the virus species, 48 (96%), 28 (56%), and 22 (44%) samples were positive for PLHV-1, 1700 

PLHV-2, and PLHV-3 DNA, respectively. PLHV-1 alone was detected in only 15 out of 48 1701 

(31.25%) samples. Conversely, 33 out of 48 (68.75%) sampled lungs showed mixed detection 1702 

of at least two PLHV species. The PLHV-1 and PLHV-2 combination was most frequently 1703 

observed (28/48, 58.3%), while PLHV-1 and PLHV-3 were simultaneously detected in 22/48 1704 

(45.8%) animals. Triple infections were detected in 17 out of 48 (35.4%) of the wild boars, 1705 

including in the dam of the fetuses evaluated. However, PLHV-1, PLHV-2, and PLHV-3 DNA 1706 

were not amplified from any of the fetal lung and spleen samples. Table 1 lists the details 1707 

regarding the locations were the wild boar were captured, age category, PLHV DNA detection, 1708 

and GenBank accession numbers from each nucleotide sequence. 1709 

Comparative nucleotide analysis 1710 

Sequencing analysis confirmed the specificity of the amplicons for the three PLHV 1711 

species (PLHV-1, PLHV-2, and PLHV-3). The wild boar-derived PLHV strains were named 1712 

PLHV-1/BRA-UEL/PR-WB53/2018 (GenBank accession number: MW192776), PLHV-1713 

2/BRA-UEL/PR-WB6/2017 (GenBank accession number: MW192777), and PLHV-3/BRA-1714 

UEL/PR-WBA53/2018. Comparison of the three PLHV strains detected in this study, with 1715 

reference sequences of PLHVs and other gammaherpesviruses available in GenBank, showed 1716 

that each strain grouped into different clades according to the nucleotide sequences 1717 

representative of each viral species (PLHV-1, PLHV-2, and PLHV-3) with bootstrap values of 1718 

99% and 100% (Fig. 1).  1719 

The PLHV strains in the present study showed a high percentage of nucleotide similarity 1720 

with several gammaherpesvirus strains (Fig. 2). Comparative analysis between the PLHV 1721 
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strains showed that the PLHV-1/BRA-UEL/PR-WB53/2018 strain had 100% nucleotide 1722 

identity with the other three PLHV-1 sequences available in GenBank, including European 1723 

PLHV strains (GenBank accession numbers: AF118399 and NC_038264) [7] and a Brazilian 1724 

strain (GenBank accession number: MN873041) [9]. The PLHV-2/BRA-UEL/PR-WB6/2017 1725 

strain also showed 100% nucleotide identity with the PLHV-2 reference strain (GenBank 1726 

accession number: NC_038265), European strains (GenBank accession numbers: AY170314, 1727 

AF118401, and AF191043), and Brazilian strains (GenBank accession number: MN873042) 1728 

[4,7,17,9]. Finally, the strain PLHV-3/BRA-UEL/PR-WBA53/2018 also showed 100% 1729 

nucleotide identity with European (GenBank accession numbers: AY170315 and AY170316) 1730 

[4] and Brazilian (PLHV-3/BRA-UEL268/2016) [9] strains. 1731 
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4. Discussion 1732 

The results of this study demonstrate that the three PLHV species circulate in wild boar 1733 

populations in Brazil; it was found that there is a high rate of being tested positive for PLHV 1734 

among animals. Previous studies have suggested that high frequencies of PLHV infections are 1735 

expected in domestic and feral pigs, with values close to 95% [4,7,17]. However, no 1736 

epidemiological studies on PLHV have focused on Brazilian free-living wild boars. This is the 1737 

first study conducted in Brazil to investigate PLHV infections in free-living wild boars. 1738 

Although the percentage of animals that were tested positive for each species of PLHV 1739 

varied, PLHV-1 was consistently the most frequent viral species found, followed by PLHV-2 1740 

and PLHV-3. Other studies have shown a higher percentage of domestic pigs and wild boar 1741 

being tested positive for both PLHV-1 and PLHV-3 [18] or PLHV-1 and PLHV-2 [19] in 1742 

domestic pigs; studies have also noted that there is a higher detection rate of PLHV-2 in feral 1743 

pigs [17]. High rates of mixed infections with at least two species of PLHV have also been 1744 

reported in other studies [9,17,18]. 1745 

Studies have shown that domestic pigs in the first weeks of life are negative for PLHV 1746 

[9,20]. The two PLHV-negative wild boars in this study were infant and juvenile individuals 1747 

weighing 7.5 and 30 kg, respectively. It is known that free-living animals gain less weight than 1748 

farm animals because of the lack of genetic improvement and specialized diet. Thus, in nature, 1749 

underweight animals may already be old enough to have been challenged by the horizontal 1750 

transmission of microorganisms and develop an infection. 1751 

The negative result for PLHV DNA in fetuses descending from a mother that tested 1752 

positive for PLHV-1, PLHV-2, and PLHV-3, allows us to hypothesize that vertical transmission 1753 

before the second third of the gestation period may not occur. In an experimental study 1754 

conducted by Tucker et al. [21] involving four PLHV-positive sows, only 1 (3%) out of 33 1755 
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piglets derived from cesarean sections were positive for PLHV DNA in spleen tissue. 1756 

Therefore, experimental studies involving a large number of animals in combination with 1757 

different laboratory techniques, such as quantitative PCR, should be performed to validate the 1758 

hypothesis that vertical cross-placental transmission of PLHV is infrequent, even in free-living 1759 

wild boars.  1760 

Sequence analysis showed that the PLHV-1, PLHV-2, and PLHV-3 species found in 1761 

Brazilian free-living wild boars were 100% nucleotide identical to PLHV strains from domestic 1762 

pigs from the same geographical region [9]. These results demonstrate that these viral species 1763 

circulate in domestic and wild pig populations, as reported previously [17], with domestic pigs 1764 

being a significant reservoir of lymphotropic herpesvirus [18]. The PLHV strains in the present 1765 

study also showed a high percentage (100%) of nucleotide identity with strains from Europe 1766 

[4,7]. These results corroborate those of previous studies based on comparison of the conserved 1767 

region (DNA polymerase gene) of the PLHV genome [8]; furthermore, other regions of the 1768 

genome can be used for in-depth virus characterization.  1769 

Most of the samples (68%) were collected from a region (Campos Gerais) with a high 1770 

density of commercial pigs. The presence of wild boars close to pig farms has drawn attention 1771 

to the possible spread of viral agents to commercial pigs. Although PLHV species are probably 1772 

non-pathogenic, they target lymphoid tissues and cells for viral replication [19]. Thus, the 1773 

circulation of PLHV may represent a risk to animal health and may have a negative impact on 1774 

production as it is not known whether Macavirus can favor infections by other pathogens or if 1775 

other cofactors are necessary for pathogenic expression [19]. 1776 

Pig farming is an important segment of agribusiness in Brazil, which is the fourth largest 1777 

pork producer in the world [22]. The country has adopted strict biosecurity standards to 1778 

guarantee the health of this production chain [23]. In contrast, the expansion of free-living wild 1779 

boar populations throughout the national territory is concerning. These animals can act as 1780 
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reservoirs for various microorganisms that can be transmitted to domestic pigs [24]. Monitoring 1781 

the occurrence of any species of microorganisms in free-living wild boars is an important 1782 

surveillance action that can improve biosecurity for national pig production. With regard to 1783 

PLHV, it is very difficult to keep a commercial pig herd free of these viruses. The main reasons 1784 

are i) the horizontal transmission [20]; ii) the capacity of PLHV to establish a state of latency 1785 

in infected individuals that allows the virus to spread and infect other susceptible individuals 1786 

after reactivation [3]; iii) the high rate of infected herds [9, 25]; and iv) the possibility that wild 1787 

boars can also act as disseminators of PLHV. 1788 

In Brazil, the rapid expansion of wild boars to non-colonized areas has accelerated 1789 

translocation and introduction for hunting or meat production, and cross-breeding with free-1790 

ranging domestic pigs [26]. Thus, the fact that wild boars are free to move throughout almost 1791 

the entire national territory [11] increases the possibility of contact with Brazilian commercial 1792 

pig herds. This circulation can make this invader a potential source of transmission of PLHVs 1793 

to commercial pig herds and influence the prevalence of infections caused by these viruses. 1794 

This study supports the hypothesis that PLHV-1, -2, and -3 infections are endemic in 1795 

free-living wild boars, which is similar to what has been reported in domestic pigs in Brazil. 1796 

There is no evidence that natural PLHV infections in domestic and feral pigs are accompanied 1797 

by clinical signs. However, monitoring the presence of PLHVs, or any other microorganisms, 1798 

in wild boars has epidemiological and biosecurity importance as these animals may act as 1799 

reservoirs and potential carriers of pathogens to domestic pigs. 1800 
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 Table 1: Porcine lymphotropic herpesvirus (PLHV-1, PLHV-2, and PLHV-3) DNA detection 1882 

in 50 wild boars from the northern and the Campos Gerais regions of the state of Paraná, Brazil.  1883 

Wild boar  Origin Age category PLHV-1 PLHV-2 PLHV-3 

A1 Campos Gerais Adult + + - 

A2 Campos Gerais Adult + - - 

A3 Campos Gerais Infant + + - 

A4 Campos Gerais Infant + - - 

A5 Campos Gerais Juvenile + - - 

A6a Campos Gerais Infant + + - 

A7 Campos Gerais Infant + - - 

A8 Campos Gerais Infant + + - 

A9 Campos Gerais Infant + - - 

A10 Campos Gerais Infant + + + 

A12 Campos Gerais Adult + - - 

A13 Campos Gerais Adult + + - 

A14 Campos Gerais Adult + - + 

A15 Campos Gerais Juvenile + + - 

A16 Campos Gerais Adult + - - 

A17 Campos Gerais Juvenile - - - 

A18 Campos Gerais Juvenile + + - 

A19 Campos Gerais Adult + - - 

A20 Campos Gerais Juvenile + + - 

A21 Campos Gerais Juvenile + + + 

A22 Campos Gerais Juvenile + + + 

A23 Campos Gerais Adult + + + 



92 
 

 
 

A24 Campos Gerais Adult + + + 

A25 Campos Gerais Adult + + + 

A26 Campos Gerais Juvenile + + - 

A27 Campos Gerais Juvenile + + + 

A28 Campos Gerais Adult + + + 

A29 Campos Gerais Adult + + + 

A30 Campos Gerais Juvenile + + + 

A33 Campos Gerais Infant + + + 

A34 Campos Gerais Adult + + + 

A35 Campos Gerais Adult + + - 

A36 Campos Gerais Adult + + - 

A37 Campos Gerais Adult + - - 

A40 Northern Infant + - + 

A41 Northern Infant + - + 

A42 Northern Infant + - - 

A43 Northern Infant  - - - 

A44 Northern Infant + - - 

A45 Northern Infant + - - 

A46 Northern Infant + - - 

A47 Northern Adult + + + 

A48 Northern Adult + - + 

A49 Northern Adult + + + 

A50 Northern Adult + - - 

A51 Northern Infant + - - 

A52 Northern Infant + + + 
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A53b, c Northern Infant + + + 

A54 Northern Infant + + + 

A55 Northern Juvenile + - + 

Total   48 28 22 

(+) presence; (-) absence.  1884 

Name of sequences and GenBank accession numbers: aPLHV-2/BRA-UEL/PR-WB6/2017 1885 

(MW192777); bPLHV-1/BRA-UEL/PR-WB53/2018 (MW192776); cPLHV-3/BRA-UEL/PR-1886 

WBA53/20181887 
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  1888 

Fig. 1. Molecular phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method. The phylogenetic 1889 

tree with 37 strains of gammaherpesviruses is based on a 104 nucleotide fragment of the DNA 1890 

polymerase gene of each strain. Three PLHV strains are from Brazilian wild boar sampled in 1891 

this study and are highlighted with a black-filled circle in the tree (PLHV-1/BRA-UEL/PR-1892 

WB53/2018, GenBank accession number MW19277); (PLHV-2/BRA-UEL/PR-WB6/2017, 1893 

GenBank accession number MW192777); (PLHV-3/BRA-UEL/PR-WBA53/2018). The tree 1894 

was constructed using the Maximum Likelihood method and Hasegawa-Kishino-Yano model 1895 
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with gamma correction (I) using the Akaike information criterion (AIC). Bootstrap values were 1896 

determined for 1,000 replicates. Bootstrap values >40 are indicated at the internal nodes.1897 
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 1898 

Fig. 2. SDT matrix of pairwise identity scores generated by alignment of a 104 nucleotide 1899 

fragment of the DNA polymerase gene of 37 gammaherpesvirus strains. In this color-coded 1900 

distance matrix, the colored cell represents the identity between two nucleotide sequences. 1901 

Sequences were aligned by the CLUSTALW program with Sequence Demarcation Tool v1.2.1902 
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7 CONCLUSÕES 1903 

 BVDV-1 e PLHV-1, PLHV-2 e PLHV-3 circulam em javalis de 1904 

vida livre provenientes do estado do Paraná. 1905 

 Nos javalis de vida livre da região norte do estado do Paraná 1906 

estão circulando os subgenotipos 1a e 1d do vírus BVDV-1, 1907 

ambos endêmicos em rebanhos bovinos brasileiros. 1908 

 Infecção por PLHV-1 em javalis de vida livre do estado do 1909 

Paraná é predominante e, animais positivos para este vírus 1910 

apresentaram alta taxa de infecção mista, envolvendo duas ou 1911 

três espécies de PLHV.  1912 

 Não houve transmissão vertical de PLHV-1, PLHV-2 e PLHV-3 1913 

em fetos provenientes de uma mãe positiva para as respectivas 1914 

espécies virais até o segundo terço de gestação. 1915 

 Os dados deste estudo permitirão que agentes que atuam em 1916 

programas sanitários para o controle e profilaxia de infecções 1917 

virais em suínos, como BVDV, CSFV, PLHV, entre outras, 1918 

levem em consideração a circulação de BVDV e PLHV em 1919 

javalis de vida livre. Além disso, servirão de apoio e incentivo 1920 

na implementação de medidas de controle de javalis no Brasil1921 
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8 PERSPECTIVAS 1922 

 Estudos populacionais de javalis devem ser realizados em 1923 

todos os biomas e ecossistemas brasileiros, tais como o 1924 

monitoramento do status sanitário e a ecologia desses animais 1925 

(dinâmica populacional, área de vida, velocidade de invasão, 1926 

etc.). Esse monitoramento direciona a criação de medidas de 1927 

controle que são estratégicas para cada situação de invasão. 1928 

 Estudos epidemiológicos de BVDV, envolvendo o javali como 1929 

hospedeiro e potencial fonte de disseminação do vírus, devem 1930 

ser realizados. 1931 

 Monitoramento de BVDV em rebanhos bovinos e suínos 1932 

domésticos que apresentam possibilidade de contato com 1933 

javalis de vida livre afim de compreender o papel desses 1934 

animais na disseminação de BVDV para os rebanhos. 1935 

 Avaliação do impacto da circulação de BVDV em javalis de vida 1936 

livre nos programas de vacinação para o controle e profilaxia 1937 

desta importante infecção viral em rebanhos bovinos.  1938 

 Estudos mais aprofundados dos possíveis impactos que a 1939 

circulação de BVDV em javalis de vida livre podem causar em 1940 

programas de monitoramento da CSFV em rebanhos suínos e 1941 

em javalis de vida livre. 1942 

 Pesquisas que envolvam a avaliação do espectro clínico da 1943 

presença de BVDV e PLHV em javalis de vida livre, tais como: 1944 

avaliação sorológicas e investigações microscópicas e 1945 

macroscópicas dos possíveis efeitos da presença desses vírus 1946 

em vários órgãos e sistemas.1947 
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APÊNDICE A 1949 
 1950 

Sequências genômicas: BVDV e PLHV 1951 

>MT437382.1 Bovine viral diarrhea virus 1 strain BRA-UEL/PR-A45/2017 5' UTR 1952 
TGCCCATAGTAGGACTAGCATAAAGAGGGGGGTAGCAGCAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTTAAGCCCT 1953 
GAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCCTTGGAATAAAGGTCTCGAGATGCCACGTGGACGAGGGC 1954 
ATGCCCAAAGCACATCTTAACCTGAGCGGGGGTCGCCCAGGTAAAAGCAGTTCTAACCGACTGTTACGGA 1955 
TACAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTTCTGCTACTAAAAATCTCTGCTGTACATGGCAC 1956 

>MT437383.1 Bovine viral diarrhea virus 1 strain BRA-UEL/PR-A51/2018 5' UTR 1957 
ATGCCCTTAGTAGGACTAGCAAAATGAGAGGGGTACCACCAGTGGTGAGTTCATTGGATGGCTGAAGCCC 1958 
TGAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACACCTCGGAAAGAAGGTCTCGAGATGCCACGTGGACGAGGG 1959 
CATGCCCACAGCACATCTTAACCTGGACGGGGGTCGCCCAGGTAAAAGCAGTTTAACTAACTGTTATGGA 1960 
CACAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGCATTGCTACTAAAAATCTCTGCTGTACATGGCC 1961 

>MT437384.1 Bovine viral diarrhea virus 1 strain BRA-UEL/PR-A53/2018 5' UTR 1962 
ATGCCCATAGTAGGACTAGCAAAATGAGAGGGGTAGCAACAGTGGTGAGTTCATTGGATGGCTGAAGCCC 1963 
TGAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACACCTCGGAAAGAAGGTCTCGAGATGCCACGTGGACGAGGG 1964 
CATGCCCACAGCACATCTTAACCTGGACGGGGGTCGCCCAGGTAAAAGCAGTTTAACTAACTGTTATGGA 1965 
CACAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGCATTGCTACTAAAAATCTCTGCTGTACATGGCAC 1966 

> MW192776_PLHV-1/BRA-UEL/PR-WB53/2018/Dpol  1967 
TCCATCATGAAGACCTGCATAAATATCCTCAATTAAAGGAGGAGGATTATGAAACATTTTTGATTAGTT1968 
CTGGTCCTGTTCACTTTGTAAAAAAACATATATCAGAATCTCTTCTGTCTAACCTGCTTACAACATGGC1969 
TGGCTAAGAGAAAAATGATCAGAAAGGAATTAGCAGCATGTGCTGACCCAAAGCTCAGGACAATTTTAG1970 
ATAAACAGCAGCTTGCAATTAAGGTGACATGCAATGCTGTGTATGGGTTCACTGGTGTTGCATCTGGTA1971 
TGCTGCCCTGTCTCAAGATTGCAGAGACCATAACTATGCAAGGAAGGGCCATGTTGGAAAAGACAAAAG1972 
TATTTGTAGAGAATTTAAGTCATGAGGATCTCCATTCCATCTGTAAGG 1973 

> MW192777_PLHV-2/BRA-UEL/PR-WB6/2017/Dpol  1974 
CTCTTCTGTCGAACTTGCTCACAACATGGCTGGCCAAGAGAAAAATGATCAGAAAGGAATTGACAGCAT1975 
GTGCTGATCCAAAGCTCAGGACAATTTTAGATAAACAGCAGCTTGCAATTAAGGTGACATGCAATGCTG1976 
TGTATGGATTCACTGGTGTTGCATCTGGTATGCTGCCATGTCTCAAGATTGCAGAGACCATCACTATGC1977 
AAGGAAGGGCCATGTTGGAAAAGACAAAAGTATTTGTAGAGAATCTGAGTCATGAAGATCTCCGTTCCA1978 
TATGTAAGGTTGGCTCTATACCTCAGTCATCAAACGTGTTTGATAAACCCTTCAAGG 1979 

>BRA-UEL/PR-WBA53/2018 1980 
CAAGATTGCTGAGACGGTGACTACTCAAGGAAGAGCAATGCTGGAAAAAACAAAGATATTTGTGGA1981 
AAACTTGAACCATACAATGCTTCAAGCCATTTGCTATCCCCTAGATATTCCTCTGTTACCTAAGAT1982 
GTAACCATGCCAT1983 
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ANEXO B 1990 
 1991 

Protocolos de técnicas 1992 

 1993 

1. Reagentes e soluções 1994 

  1995 

 Lista de reagentes 1996 

 1997 

1. 100 mM dNTP Set, 4 x 250 µL; 25 µmol cada (100 mM dATP 1998 

Solution, 100 mM dCTP Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM 1999 

dTTP Solution) (InvitrogenTM Life Technologies, EUA)  2000 

2. 10 x PCR-Buffer (200 mM Tris-HCl, pH 8,4, 500 mM KCl) 2001 

(InvitrogenTM Life Technologies, EUA)  2002 

3. 123 bp DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technologies, EUA)  2003 

4. 2-Mercaptoetanol (C2H6O5) P.M. 78,13 (Fluka®)  2004 

5. Acetona P.A. (CH3COCH3) P.M. 58,08 (Dinâmica®)  2005 

6. Ácido acético glacial P.A. (CH3COOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)  2006 

7. Ácido bórico (H3BO3) P.M. 61,83 (Sicalab®)  2007 

8. Ácido clorídrico (HCl) P.M. 36,46 (Reagen®)  2008 

9. Ácido etilenodiaminotetraácido sal di-sódico - EDTA P.A. 2009 

(C10H14N2O8Na2.2H2O) P.M. 372,24 (Reagen®)  2010 

10. Agarose (Gibco BRL®)  2011 

11. Álcool etílico absoluto (C2H2OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)  2012 

12. Álcool isoamílico ((CH3)2CHCH2CH2OH) P.M. 88,15 (Synth®) 2013 

13. Azul de bromofenol (Sigma®)  2014 

14. Cloreto de potássio P.A. (KCl) P.M. 74,56 (Reagen®)  2015 

15. Cloreto de sódio P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®)  2016 

16. Clorofórmio P.A. (CHCl3) P.M. 119,38 (Dinâmica®)  2017 

17. Dodecil sulfato de sódio - Lauril sulfato de sódio - SDS 2018 

(C12H25NaO4S) P.M. 288,38 (BDH)  2019 

18. Brometo de etídeo (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)  2020 

19. Guanidine isothiocyanate P.M 118,16 (Gibco BRL®)  2021 

20. Hidróxido de sódio P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Mallinckrodt 2022 

Chemicals®)2023 
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21. Hidroximetil amino metano - TRIS 99% P.M. 121,14 (Merck)  2024 

22. Metanol, P.A. (CH3OH) P.M. 32,04 (Allkimia®)  2025 

23. Platinum Taq DNA Polymerase 500 units  2026 

24. M-MLV (Moloney murine leukemia virus) Reverse Transcriptase 2027 

(RT) 200 units (InvitrogenTM Life Technologies, EUA)  2028 

25. Silicon dioxide (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma®) 2029 

 Soluções e Tampões 2030 

 2031 

A)  Hidratação da sílica  2032 

- 6 g de sílica (O2Si)  2033 

- Adicionar 50 mL de água bidestilada  2034 

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h  2035 

- Por sucção, desprezar 44 mL do sobrenadante  2036 

- Ressuspender a sílica em 50 mL de água bidestilada  2037 

- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar 2038 

- Desprezar 44 mL do sobrenadante  2039 

- Adicionar 100 L de HCl fumegante para ajustar o pH 2,0. - Aliquotar  2040 

B)  Solução L6  2041 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)  2042 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4 2043 

 - 22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0  2044 

- 2,6 mL de Triton x-100  2045 

C) Solução L2  2046 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)  2047 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4  2048 

D) Tampão de amostra para eletroforese em gel de agarose  2049 

- 0,25 g de azul de bromofenol (0,25%)  2050 

- 45 g de sacarose - sucrose (C12H22O11) (45%)  2051 

- Água bidestilada q.s.p. 100 mL 75  2052 

E) Tampão de corrida: TBE (TRIS - Ácido bórico - EDTA) 10 x [ ]  2053 

- 107,78 g de TRIS (0,89 M) 2054 
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- 55,03 g de ácido bórico (0,89 M)  2055 

- 7,45 g de EDTA (0,02 M)  2056 

- Água bidestilada quantidade suficiente para 1 L  2057 

F) Fenol/clorofórmio-álcool isoamílico  2058 

- 25 mL de fenol saturado  2059 

- 24 mL de clorofórmio  2060 

- 1 mL de álcool isoamílico  2061 

G)  SDS 10%  2062 

- 5 g de dodecil sulfato de sódio  2063 

- Lauril sulfato de sódio - SDS (C12H25NaO4S)  2064 

- Água bidestilada q.s.p. 50 mL  2065 

H)  Diluição de dNTP  2066 

- Solução estoque - concentração 100 mM  2067 

- Solução uso - concentração 10 mM - 10 L da solução estoque + 90 2068 

L de água ultrapura  2069 

I)  Tampão fosfato salina (PBS)  2070 

137 mM de cloreto de sódio (NaCL)  2071 

3 mM de cloreto de potássio (KCL)  2072 

8 mM de fosfato de sódio dibásico anidro (Na2HPO4)  2073 

15 mM de fosfato de potássio monobásico anidro (K2H2PO4) Água 2074 

ultrapura autoclavada q.s.p 1 L  2075 

-pH 7,2  2076 

J) Oligonucleotídeos  2077 

324 sense -5’(atgcccwtagtaggactagca 3’; onde W=A ou T, nt 108-128) 2078 

(Invitrogen Life Techonologies®)  2079 

326 anti-sense -5’(tca act ccatgtgccatgtca 3’; onde W=Aou T, nt 375--2080 

395) (Invitrogen Life Techonologies®) 76  2081 

K)  Preparação dos oligonucleotídeos  2082 

Eluição do primer liofilizado para concentração final de 200 pmol2083 
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  (primer mãe)  2084 

Concentração em nm x1000 = volume em µL de água ultrapura a 2085 

ser acondicionada  2086 

200 pmol  2087 

Diluição do primer mãe para concentração final de 20 pmol (primer 2088 

uso)  2089 

Ci x Vi = Cf x Vf  2090 

primer sense: 41,26 nm X 1000 = 206,3 µL (primer mãe a 200 pmol)  2091 

        200 pmol  2092 

200 x Vi= 20 x100  2093 

Vi=10 µL  2094 

Diluir 10 µL de primer mãe em 90 µL de água ultrapura para o uso  2095 

primer anti-sense: 40,96 nm X 1000 = 204,8 µL (primer mãe a 200 pmol)  2096 

     200 pmol  2097 

200 x Vi= 20 x100  2098 

Vi=10 µL  2099 

Diluir 10 µL de primer mãe em 90 µL de água ultrapura para o uso 2100 

2.  Técnica de virusneutralização (protocolo adaptado de OIE, 2019) 2101 

1) Os soros de teste foram inativados por 30 min a 56 °C. 2102 

2) A partir de uma diluição inicial de 1:10 foi realizada a diluição 2103 

seriada na base 2 dos soros teste a até a diluição final de 1:640 em 2104 

meio de cultura D-MEM. O teste foi realizado em placas de 96 2105 

cavidades de fundo plano. Com volume final de 50 µL. 2106 

3) Foram adicionados 50 µL de uma solução de vírus contendo 102 2107 

doses infecciosas 50% para cultura de tecidos (TCID50) do protótipo 2108 

BVDV-1a (cepa Singer) em cada cavidade da placa contendo soro 2109 

diluído. 2110 

4) A placa foi incubada durante 1 h a 37 °C.2111 
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5) Após incubação, 50 µL de uma solução de células Madin-Darby 2112 

Bovine Kidney (MDBK) à uma concentração de 3 × 105 células/ mL 2113 

foram adicionados a todas as cavidades da placa de microtitulação. 2114 

6) A placa foi incubada a 37 °C por 96 horas, em uma atmosfera de 2115 

5% de CO2. Após a incubação, as placas foram examinadas em 2116 

microscópio invertido quanto a presença de efeito citopático em cada 2117 

uma das diluições de soro incluídas no teste. Para cada amostra de 2118 

soro, uma cavidade é deixada sem vírus para monitorar a evidência 2119 

de toxicidade da amostra de soro sobre a camada de células. Os 2120 

soros controle positivo e negativo também deve ser incluído.  2121 

7) O título neutralizante é considerado o recíproco da maior diluição 2122 

de soro capaz de neutralizar a replicação do vírus. Amostras de soro 2123 

com atividade neutralizante em diluição final ≥ 1:10 foram 2124 

consideradas positivas. 2125 

3.  Extração bruta e extração do ácido nucléico. Associação das técnicas 2126 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico e sílica/isotiocianato de guanidina 2127 

1. 1,5 g do fragmento de órgão macerado 2128 

2. Adicionar 1000 µL de PBS 2129 

3. Centrifugar a 3000 x g/10 min 2130 

4. Coletar 250 μL da suspensão do fragmento de órgão 2131 

5. Adicionar 50 µL de SDS 10 % e 10 μL de tampão de lise (Proteinase 2132 

K) ao sobrenadante coletado 2133 

6. Homogeneizar em vórtex 2134 

7. Banho-maria 56 °C / 30 min 2135 

8. Centrifugar 10.000 x g / 30 s 2136 

9. Adicionar 500 µL da solução L6 2137 

10. Adicionar 25 µL de sílica hidratada 2138 

11. Homogeneizar em vórtex 2139 

12. Agitar em temperatura ambiente / 30 min 2140 

13. Centrifugar 10.000 x g / 30 s 2141 

14. Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M2142 
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15. Adicionar 500 µL de solução L2 2143 

16. Homogeneizar em vórtex 2144 

17. Centrifugar 10.000 x g / 30 s 2145 

18. Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 2146 

19. Adicionar 500 µL de solução L2 2147 

20. Homogeneizar em vórtex 2148 

21. Centrifugar 10.000 x g / 30 s 2149 

22. Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10 M 2150 

23. Adicionar 1000 µL de etanol 70% gelado 2151 

24. Homogeneizar em vórtex 2152 

25. Centrifugar 10.000 x g / 30 s 2153 

26. Desprezar sobrenadante em descarte comum 2154 

27. Adicionar 1000 µL de etanol 70% gelado 2155 

28. Homogeneizar em vórtex 2156 

29. Centrifugar 10.000 x g / 30 s 2157 

30. Desprezar sobrenadante em descarte comum 2158 

31. Adicionar 1000 µL de acetona P.A. gelada 2159 

32. Homogeneizar em vórtex 2160 

33. Centrifugar 10.000 x g / 30 s 2161 

34. Desprezar sobrenadante em descarte comum 2162 

35. Secar o pellet em termo bloco à 60ºC (aproximadamente 2 min) 2163 

36. Adicionar 50 µL de água DEPC 2164 

37. Homogeneizar em vórtex 2165 

38. Banho-maria 56ºC / 15 min 2166 

39. Homogeneizar em vórtex 2167 

40. Centrifugar 13.000 x g / 4 min 2168 

41. Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 µL 2169 

42. Estocar à 4ºC ou - 20ºC até a utilização.2170 



110 
 

 
 

4. Técnicas moleculares: RT-PCR e PCR 2171 
 RT - PCR BVDV 2172 

Tabela1:  Reagentes do Mix e protocolo da RT-PCR 2173 

Reagentes do Mix Desnaturação RT PCR 

Água (DEPEC) 2,5 µL 0,7 µL 34,0 µL 

Primer Forward (324)   1,0 µL 

Primer Reverse (326) 0,5 µL  1,0 µL 

Buffer 5X  4,0 µL  

Buffer 10X   5,0 µL 

Dithiothreitol (DTT)  2,0 µL  

MgCl2   1,5 µL 

DNTP  1 µL 2,0 µL 

M-MLV  0,3 µL  

Taq   0,5 µL 

Amostra (RNA) 9,0 µL   

cDNA   5,0 µL 

Total 12 µL 8,0 µL 50,0 µL 

 Programas 2174 

DESNATURAÇÃO 2175 

70 ºC / 10 min 2176 

TRANSCRIÇÃO REVERSA 2177 

 37 oC /50 min 2178 

70 oC /15 min 2179 

REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 2180 

Reação Temperatura (°C) Tempo Nº de Ciclos 

Desnaturação inicial 94 3 min 1 

Desnaturação 94  45 s 

35 ciclos  Anelamento 56 30 s 

Extensão 72 30 s 

Extensão final  72 7 min 1 

2181 
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 PCR – PLHV 2182 

Tabela1: Protocolo da PCR consensual 2183 

Reagentes do Mix PCR consensual PCR específica 

Água (DEPEC)  31,0 µL 33,0 µL 

Primer DFA 1,0 µL  

Primer ILK 1,0 µL  

Primer TGV 1,0 µL  

Primer Foward   1,0 µL 

Primer Reverse  1,0 µL 

Buffer 10X 5,0 µL 5,0 µL 

MgCl2 1,5 µL 1,5 µL 

DNTP 4,0 µL 3,0 µL 

Taq 0,5 µL 0,5 µL 

Amostra (DNA) 5,0 µL 5,0 µL 

Total 50,0 µL 45,0 µL 

 Programas 2184 

REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 2185 

Reação Temperatura (°C) Tempo  Nº de Ciclos 

Desnaturação inicial 94 3 min 1 

Desnaturação 94  30 s 

30 ciclos  Anelamento 46 45 s 

Extensão 72 1 min 

Extensão final  72 7 min 1 

 Eletroforese em gel de agarose 2% 2186 

1. 1 g de agarose 2187 

2. 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; ácido bórico 89 mM; EDTA 2 mM) pH 2188 

8,4 2189 

3. 25 µL de brometo de etídeo (0,5 µg / mL) 2190 

4. São utilizados 8 µL do amplicon e 2 µL do tampão de amostra, onde a 2191 

eletroforese sob voltagem (100 V) e amperagem (80 A) constantes, 2192 



112 
 

 
 

 perdura por aproximadamente 60 min 2193 

 2194 

 Purificação de produto de PCR excisado do gel 2195 

1. Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL 2196 

2. Adicionar 3 µL do Gel Solubilization Buffer (L3) para cada 1 mg de gel 2197 

3. Incubar o tubo a 50 °C / 10 min, homogeneizando a cada 3 min 2198 

4. Após o gel ser diluído, incubar o tubo por 5 min. 2199 

5. Pipetar o gel dissolvido em um tubo coletor com coluna. 2200 

6. Centrifugar a 12.000 x g/ 1 min 2201 

7. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo 2202 

8. Adicionar 500 µL do Wash Buffer (W1) na coluna com tubo coletor 2203 

9. Centrifugar a 12.000 x g / 1 min 2204 

10. Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo 2205 

11. Centrifugar a coluna na rotação máxima de 2-3 minutos 2206 

11. Descartar o filtrado e transferir a coluna para um microcubo de 1,5 mL 2207 

12. Adicionar 50 µL do Elution Buffer (E1) na coluna 2208 

13. Incubar a temperatura ambiente por 1 min 2209 

14. Centrifugar a 12.000 x g / 1 min 2210 

15. Estocar o DNA purificado – 20 °C 2211 

 2212 

 Quantificação de produto de PCR 2213 

1. Preparar a solução Quant-iTTM Working Solution diluindo o reagente 2214 

Quant-iTTM no Buffer Quant-iTTM, 1:200. São necessários 200 µL 2215 

desta solução por amostra e para os padrões 0 e 100 2216 

2. Homogeneizar em vórtex 2217 

3.No microtubo das amostras adicionar 198 µL da solução Quant-iTTM 2218 

Working Solution a 2 µL do DNA purificado 2219 

4. No microtubo do padrão 0 adicionar 190 µL da solução Quant-iTTM 2220 

Working Solution e 10 µL do padrão 0 2221 

5. No microtubo do padrão 100 adicionar 190 µL da solução Quant-iTTM 2222 

Working Solution e 10 µL do padrão 100 2223 

6. Homogeneizar os microtubos em vórtex por 2-3 s 2224 

7. Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min 2225 

8. Realizar a leitura usando QubitTMfluorometer (InvitrogenTM Life2226 



113 
 

 
 

 Technologies, EUA) 2227 

9. Multiplicar pelo fator de diluição para determinar a concentração correta 2228 

da amostra. 2229 

 2230 

5. Sequenciamento: método Sanger 2231 

 Preparo de amostras 2232 

As amostras e os primers devem estar na concentração demonstrada na 2233 

tabela a seguir: 2234 

Tamanho do fragmento  

(pares de base) 

Concentração da amostra 

(ng/µL ou µg/mL) 

Concentração do primer 

(pmol/µL ou µM) 

< 300  2  5 

300 – 700  4  5 

>700  10  10  

 

 Mix do sequenciamento 2235 

Reagente* Volume 

BigDye Terminator v3.1 2,0 µL 

Tampão 5x 1,5 µL 

Água ultrapura autoclavada 0,5 µL 

Volume final 4,0 µL 

*BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit  

 2236 

O volume final de mix do sequenciamento é adicionado a 5 µL de amostra 2237 

purificada + 1 µL de primer. 2238 

 2239 

 2240 

 2241 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4337455
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 Ciclos de tempo e temperatura da reação de sequenciamento*  2242 

Reação Temperatura (°C) Tempo Nº de ciclos 

Desnaturação 
inicial 

96  1 min 1 

Desnaturação 96 15 seg 35 

Anelamento 50  15 seg 35 

Extensão 60 4 min 35 

*Programa recomendado pela Applied Biosystems. 

 Precipitação com EDTA e Etanol 2243 

1. Adicionar 10 µL da reação de sequenciamento em uma cavidade da placa 2244 

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction (0,2 mL) (Applied Biosystems).  2245 

2. Adicionar 2,5 µL de EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) 125 mM pH 2246 

8,0.  2247 

3. Adicionar 30 µL de etanol 100%.  2248 

4. Homogeneizar lentamente a placa.  2249 

5. Incubar a placa por 10 min em temperatura ambiente. 2250 

6. Centrifugar a 2720 x g durante 30 min a 20 °C. 2251 

7. Desprezar o conteúdo da placa. 2252 

8. Centrifugar a 2720 x g durante 1 min a 20 °C com a placa invertida sobre 2253 

papel. 2254 

9. Adicionar 100 µL de etanol 70%.  2255 

10. Centrifugar a 2720 x g durante 1 min a 20 °C. 2256 

11. Desprezar o conteúdo da placa. 2257 

12. Centrifugar a 2720 x g durante 1 min a 20 °C com a placa invertida sobre 2258 

papel. 2259 

13. Cobrir a placa com papel e deixar em temperatura ambiente por 10 min.  2260 

14. Adicionar 10 µL de formamida (HIDI). 2261 

15.  Adicionar a septa. 2262 

16.  Homogeneizar a placa em vórtex. 2263 

17.  Submeter à placa a um spin no miniplate spinner. 2264 

18.  Colocar a placa em termociclador (tampa aberta) por 95 °C por 5 min. 2265 

19.  Colocar a placa em cooler ou banho de gelo por 1 min.2266 
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20.  Após a precipitação com EDTA e etanol, a placa é inserida no 2267 

sequenciador (ABI 3500 Genetic Analyzer - Applied Biosystems) para 2268 

realizar a eletroforese capilar.2269 
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ANEXO C  2270 
 2271 

Software 2272 
 2273 

1. Basic Local Alignment Search Tool 2274 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 2275 

 2276 
2.  Bio Edit 7.2 - Creates and edits biological sequence models 2277 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) 2278 
 2279 

3. Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA X) 2280 
(https://www.megasoftware.net/) 2281 
 2282 

4. Phred software - Electropherogram quality analysis 2283 
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) 2284 
 2285 

5. CAP3 software - Sequence Assembly Program  2286 
(http://doua.prabi.fr/software/cap3) 2287 
 2288 

6. SDT v1.2 - Sequence Demarcation Tool 2289 
(http://web.cbio.uct.ac.za/~brejnev/) 2290 

 2291 

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

