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RESUMO

Circovirus suino 3 (PCV-3) é um virus emergente na producdo de suinos e Mycoplasma
hyopneumoniae (Mhyo) é considerado um dos patégenos respiratérios mais importantes na
suinocultura mundial. Em todo o mundo hé& poucos trabalhos que avaliam a prevaléncia destes
microrganismos em suinos asselvajados. Considerando as diferentes classes e caracteristicas
dos microrganimos avaliados, serdo apresentados dois estudos: o primeiro aborda a
investigacdo sobre a infeccdo por PCV-3 em suinos asselvajados de vida livre e o segundo
sobre a infeccdo por Mhyo na mesma amostragem. Os animais foram manejados por
controladores autorizados, entre 2017 e 2019 no estado do Parand, Brasil, e
georreferenciamento, sexo e peso foram registrados para cada animal. No primeiro estudo,
amplicons com tamanho de 330 pb foram obtidos por PCR convencional em 7/70 (10,0%)
amostras de soro avaliadas e confirmados especificos para PCV-3 por analise da sequéncia de
nucleotideos (nt). Em seguida, amostras de pulm&o provenientes dos sete animais previamente
positivos no soro foram também avaliadas por PCR. Destas, trés amostras apresentaram boa
quantificacdo de DNA e foram submetidas ao sequenciamento genémico completo para
analise filogenética das cepas de PCV-3 identificadas. As trés sequéncias completas obtidas
foram agrupadas no clado “a” de PCV-3 e as sequéncias apresentaram 100% de identidade de
nt entre si. As cepas de PCV-3 deste estudo possuem 99,5% a 99,8% e 98,8% a 100% de
identidade de nt e similaridade de aminoacido (aa), respectivamente, com as sequéncias de
genoma completo de cepas de todo o mundo. No segundo estudo, a presenca de anticorpos
anti-Mhyo foi avaliada por meio de kit comercial de ELISA indireto em 88 amostras de soro.
Adicionalmente, a presenca de lesbes macroscéopicas semelhantes a pneumonia enzodtica foi
identificada em 27 amostras de pulmdes, e a marcacdo pela técnica de imuno-histoquimica
(IHQ) foi observada em 15/27 (55,5%) amostras. O teste do qui-quadrado e a intensidade da
associacdo com o odds ratio e intervalo de confianca de 95% foram utilizados para avaliar as
diferengas nas variaveis qualitativas entre os grupos (sexo e municipio). Os javalis jovens
apresentaram maior seroprevaléncia para Mhyo do que os mais velhos (p=0,005). O
municipio de Teixeira Soares diferiu na taxa de soroprevaléncia de Mhyo comparado aos
municipios de Castro (p<0,001), Ponta Grossa (p=0,004) e Carambei (p<0,001). As fémeas
apresentaram 6,79 vezes mais chance de possuirem les6es de consolidacdo pulmonar do que
0s machos (p=0,004). Dentre as amostras de pulmao com lesdes avaliadas, 57,1% (8/14) e
53,8% (7/13) foram positivas para Mhyo por IHQ em animais provenientes dos municipios de
Castro e Ponta Grossa, respectivamente, confirmando que as lesdes macroscopicas
identificadas foram ocasionadas pela infeccdo por Mhyo. Estes estudos demonstram a
circulacdo de PCV-3 e de Mhyo em suinos asselvajados de vida livre, sugerindo que estes
animais podem participar do ciclo epidemiologico destes microrganismos e constituem fator
de risco para as cria¢cBes comerciais de suinos domésticos.

Palavras-chave: javali; infec;do natural; pneumonia enzootica; PCR; IHQ;
georreferenciamento.
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ABSTRACT

Porcine circovirus 3 (PCV-3) is an emerging virus in pig production and Mycoplasma
hyopneumoniae (Mhyo) is considered one of the most important respiratory pathogens of pigs
worldwide. Few studies show the prevalence of these pathogens in free-living wild boars.
Considering the different classes and characteristics of the microorganisms investigated, two
studies are presented herein: the first addresses the investigation on PCV-3 infection in free-
living wild boars, and the second is focused on Mhyo infection on the same sampling. The
animals were managed by authorized controllers between 2017 and 2019, and georeferencing,
sex, and weight were recorded for each animal. In the first study, amplicons with of 330 bp in
length were obtained by conventional PCR in 7/70 (10.0%) serum samples and confirmed as
PCV-3-specific by nucleotide (nt) sequencing. Then, lung samples from the seven animals
previously positive in serum were also evaluated by PCR. Of these, three samples showed
good DNA quantification and were submitted for amplification to determine the whole PCV-3
genome. The three complete nt sequences obtained were grouped into clade “a” of PCV-3 and
the sequences showed 100% nt similarity to each other. The PCV-3 strains in this study have
99.5% to 99.8% and 98.8% to 100.0% nt identity and amino acid (aa) similarity, respectively,
with the complete genome sequences of strains worldwide. In the second study, the presence
of antibodies against Mhyo was evaluated in 88 serum samples using a commercial indirect
ELISA kit. Additionally, the presence of macroscopic lesions similar to enzootic pneumonia
were identified in 27 lung samples, and immunohistochemical (IHC) staining was observed in
15/27 (55.5%). The chi-square test and the intensity of the association with the odds ratio and
95% confidence interval were used to assess the differences in qualitative variables between
the groups (sex and municipality). Young wild boars showed higher seroprevalence for Mhyo
than older ones (p=0.005). Teixeira Soares municipality differed in Mhyo' seroprevalence
compared to Castro (p<0.001), Ponta Grossa (p=0.004), and Carambei (p<0.001). Females
were 6.79 times more likely to have pulmonary consolidation lesions than males (p=0.004).
Among the lung samples with lesions evaluated 57.1% (8/14) and 53.8% (7/13) were Mhyo-
positive by IHC in animals from the municipalities of Castro and Ponta Grossa, respectively,
confirming that the lesions macroscopic were caused by Mhyo infection. These studies show
the circulation of PCV-3 and Mhyo in free-living wild boars, suggesting that these animals
may participate in the epidemiological cycle of these microorganisms and constitute a risk
factor for commercial domestic pig breeding.

Keywords: wild boar; natural infection; enzootic pneumonia; PCR; IHC; georeferencing.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o quarto maior produtor e exportador mundial de carne
suina e possui rebanho com 2.017.645 de matrizes alojadas. Em 2019, produziu 3.983
milhdes de toneladas de carne suina, exportou 750 mil toneladas e gerou receita de
US$1.597 milhdo (ABPA, 2020). A regido Sul possui 49% das matrizes nacionais e foi
responsavel por 68,7% e 94,2% dos abates e das exportacOes, respectivamente, de carne
suina (ABPA, 2020). O Parana possui 15,4% das fémeas alojadas, proporcionou 19,8%
dos abates e 15,9% da carne exportada em 2019 (ABPA, 2020), e a regido dos Campos
Gerais/PR aloja 2,3% do rebanho de suinos do pais (IBGE, 2020).

O setor suinicola possui relevancia para a economia, com geragédo de
renda e empregos diretos e indiretos. Contudo, nos ultimos anos, a suinocultura mundial
passa por desafios sanitarios, 0s quais ocasionam perdas econdmicas e reducdo dos
rebanhos. Dentre os surtos de doencgas infecciosas, destaca-se a reemergéncia da peste
suina africana (PSA) na China (OIE, 2020). Na ultima década, outros patdgenos
também foram responsaveis por perdas econémicas consideraveis no setor suinicola,
como a sindrome reprodutiva e respiratéria suina (PRRS) e a diarreia epidémica suina
(PED), que ocasionaram prejuizos econdmicos de US$ 664 e 900 milhdes,
respectivamente, aos Estados Unidos, o terceiro maior produtor mundial de suinos
(HOLTRAMRP et al., 2013; PAARLBERG, 2014). Os eventos sanitarios desequilibram
as relacbes econdmicas entre 0s paises, por tornar sanitariamente instavel a nacdo onde
ocorreu o surto. Desta forma, é primordial que a suinocultura se mantenha com bom
status sanitario para evitar prejuizos econdmicos que comprometam toda a cadeia
produtiva.

Até 0 momento, a suinocultura brasileira encontra-se livre de alguns
agentes virais que acometem o sistema de producdo internacional, como 0s virus
responsaveis pela PRRS, PSA e PED (OIE, 2020). Contudo, € um equivoco pensarmos
que a biosseguridade de nosso sistema suinicola ndo seja passivel de melhorias, visto
que alguns virus emergiram no pais nos ultimos anos, como Senecavirus A (SVA)
(LEME et al., 2015), pestivirus atipico suino (APPV) (POSSATI et al.,, 2018) e
circovirus suino 3 (PCV-3) (TOCHETTO et al., 2018).

Os suinos domésticos podem compartilhar patbgenos com 0s suinos
asselvajados (BARBOSA et al., 2016), sendo estes considerados risco sanitario para a

producdo comercial de suinos. Os suinos asselvajados referem-se as diferentes formas
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cariotipicas e fenotipicas possiveis do javali (SALVADOR & FERNANDEZ, 2014).
No Brasil ndo se sabe o real tamanho da populacdo de suinos asselvajados (PEDROSA
et al., 2015) visto que houve soltura e escape de criagOes autorizadas de javalis,
predispondo a formacgdo de hibridos com os suinos domeésticos (SALVADOR &
FERNANDEZ, 2014). Na regido dos Campos Gerais, Parand, também ha relatos de
suinos asselvajados (DEBERDT & SCHERER, 2007; PEDROSA et al., 2015), sendo 0s
mesmos considerados como principal grupo envolvido na degradacdo de lavouras e
predacdo a pecuaria nesta regido (SEWARD et al., 2004).

Pouco se sabe sobre o real status sanitario dos suinos asselvajados no
Brasil e o papel que esses animais podem desempenhar como reservatorios e/ou
disseminadores de doencas aos rebanhos de suinos comerciais. Até o presente momento,
ndo existe avaliacdo de patdgenos de importancia para a suinocultura nos suinos
asselvajados na regido dos Campos Gerais. Desta forma, estudos sanitarios nestes
animais contribui para a biosseguridade da producédo dessa importante regido suinicola

paranaense.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 JAVALI

O javali (Sus scrofa L., 1758) possui origem europeia e atualmente é
encontrado em todo mundo, exceto na Antartica (LOWE et al., 2000, WEHR, 2020),
sendo sua introducdo nos diferentes paises realizada pelo homem. A alta dispersdo do
javali em diversos paises se deu pela facilidade de adaptacdo desta espécie aos
diferentes ambientes e por ser capaz de reproduzir com outros suideos, como 0 suino
domeéstico (Sus scrofa domestica) e gerar descendentes (MIRANDA & LUI, 2003).

Nos anos de 1996 e 1997, no Brasil, houve introducdo intencional de javalis
importados provenientes do Canada e Europa para criacdes nos estados do Rio Grande
do Sul e de Séo Paulo (DEBERDT & SCHERER, 2007). Contudo, posteriormente,
acredita-se que houve dispersao de javalis para outros estados brasileiros e atualmente
estdo presentes em todos os biomas (SALVADOR & FERNANDEZ, 2014). No estado
do Parana, ha relatos de introducédo do javali na década de 60, pela cidade de Palmeira,
sendo estes animais direcionados com a finalidade de reproducdo (MOURA-BRITO &
PATROCINIO, 2006).

Desde a entrada dos javalis no Brasil, acredita-se que ocorreram soltura e
cruzamentos intencionais, direcionados pelo homem, entre esses animais e 0 suino
doméstico, aumentando a populacdo de javali e seus descendentes no territdrio
brasileiro (MOURA-BRITO & PATROCINIO, 2006; SALVADOR & FERNANDEZ,
2014; PEDROSA et al., 2015). A capacidade de dispersdo dos machos adultos é de 13,9
km, enquanto as fémeas adultas se dispersam no maximo 6,0 km (COSTA et al., 2019).
Esta diferenca se deve a maior busca por territério e acasalamento por parte dos machos
(KEULING et al., 2018). Adicionalmente, os javalis e seus descendentes ndo
apresentam predadores naturais, degradam a vegetacdo nativa e a agua de superficie
(CUSHMAN et al., 2004), s&o potenciais transmissores de zoonoses (FREDRIKSSON-
AHOMAA et al.,, 2019) e reservatorios de patdgenos que acometem 0S suinos
domesticos (BARBOSA et al., 2016).
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No Brasil, o javali puro ou em diferentes graus de cruzamento com o suino
doméstico, gerando o suino asselvajado, é considerado como espécie exotica invasora
(SALVADOR & FERNANDEZ, 2014). Em 2013, o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) declarou a espécie suina
asselvajada nociva, permitindo sua caca no Brasil. Concomitante & liberacdo do
IBAMA, a Embrapa Suinos e Aves iniciou o projeto de prevaléncia de peste suina

classica (PSC) em suinos asselvajados em algumas regides do Brasil.

Em relagdo a sanidade de suinos domésticos, em 2004, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) criou o Programa Nacional de
Sanidade Suidea (PNSS) que faz o controle sanitério oficial das granjas suinicolas a fim
de mitigar riscos de introducdo de doencas exoticas e controlar e/ou erradicar as
doencas existentes no rebanho de suinos brasileiro. Devido aos riscos sanitarios
representados pelos patdgenos emergentes e reemergentes na suinocultura e a
capacidade dos suinos asselvajados serem reservatérios destes agentes, o0
monitoramento sanitario de animais asselvajados em programas de vigilancia é
importante para a detec¢do precoce das doencas que afetam os suinos de granjas

comerciais.

2.2 CIRCOVIRUS SUINO

2.2.1 Classificacdo e caracteristicas estruturais e moleculares do circovirus suino

A familia Circoviridae é composta por dois géneros, Cyclovirus e
Circovirus, com 52 e 49 espécies virais, respectivamente. Ambos 0s géneros possuem
espécies patogénicas para diferentes animais e o Circovirus compreende os Circovirus
dos suinos (Porcine Circovirus - PCV) (ROSARIO et al., 2017).

Inicialmente foram identificados em suinos PCV-1 (TISCHER et al.,
1974) e PCV-2 (TISCHER et al., 1986) e, recentemente, foram descritas mais duas
espécies, denominadas PCV-3 (PHAN et al., 2016; PALINSKI et al., 2017) e PCV-4
(ZHANG et al., 2019).

PCV-1 ¢ considerado nao patogénico, PCV-2 é conhecido como
importante agente primario de doencas em suinos (SEGALES et al., 2012) e ha relatos

de PCV-3 associado com diferentes manifestacfes clinicas (PALINSKI et al., 2017;
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KIM et al., 2018b; BERA et al., 2019; CONTI et al., 2021). Por outro lado, até o
momento, as informacgoes sobre PCV-4 sdo limitadas e o virus foi identificado somente
em suinos na China que apresentavam problemas entéricos e respiratorios (ZHANG et
al., 2019); porém, o seu potencial patogénico ainda nédo foi elucidado.

Estruturalmente, os circovirus apresentam capsideo icosaédrico com
60 moléculas de proteinas dispostas em 12 unidades pentaméricas, ndo possuem
envelope e 0 genoma € constituido por DNA circular de fita simples (1.7-2.3 kb). Com
didmetro médio de 14-26 nm, sdo considerados os menores virus DNA que infectam
vertebrados (MENG, 2013; OUYANG et al., 2019).

O DNA de PCV-1, -2, -3 e -4 ¢ constituido por 1.758-1.760, 1.766-
1.769, 1.999-2.001 e 1.770 nucleotideos (nt), respectivamente (MENG, 2013; PHAN et
al., 2016; PALINSKI et al., 2017; ZHANG et al., 2019). O género Circovirus possui
trés principais sequéncias abertas de leitura (Open reading frames — ORFs) sendo
denominadas ORF1, ORF2 e ORF3; todavia, até 0 momento, somente ORF1 e ORF2
foram caracterizadas no PCV-3 e PCV-4 (Quadro 1).

Quadro 1. Caracteristicas genémicas de circovirus suino PCV-1, PCV-2, PCV-3 e
PCV-4. Numero de nucleotideos (nt) do genoma viral e tamanho (aa) das proteinas
codificadas a partir das trés principais sequéncias abertas de leitura (ORF1, ORF2 e
ORF?3).

Tamanho ORF1 ORF2 ORF3
Circovirus  do genoma
suino completo
(nt) proteina tamanho (aa)  proteina tamanho (aa) proteina tamanho (aa)
PCV-1 1758-1760 Rep 312 Cap 230-233 * 206
Rep' 168
PCV-2 1766-1769 Rep 314 Cap 233-236 * 104
Rep' 297
PCV-3 1999-2001 Rep 296-297 Cap 214 *x 231
PCV-4 1770 Rep 296 Cap 228 ok ok

Nota: *Proteina ndo estrutural **Desconhecido.
Fonte: Meng et al., 2013; Phan et al., 2016; e Palinski et al., 2017; e Zhang et al., 2019.

A ORF1 encontra-se no sentido positivo da fita simples de DNA viral
e codifica proteinas importantes para a replicacdo do material genético, enzimas
replicase denominadas Rep ¢ Rep” (MENG et al., 2013). A ORF2 esta no sentido
negativo (3°-5’), codifica a proteina do capsideo e ¢ considerada a regido mais
imunogénica do circovirus, visto que mutac6es no capsideo podem alterar as interacfes
virus-hospedeiro (KARUPPANNAN et al., 2009). A ORF3 esta no sentido positivo da
fita e codifica uma proteina que induz a apoptose celular (HOUGH et al., 2015).
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Os circovirus compartilham determinantes antigénicos comuns com
base em imunoensaios contra Rep, entretanto, a proteina do capsideo é antigenicamente
distinta entre as espécies (ROSARIO et al., 2017). Os critérios para demarcacdo de
espécies no género Circovirus é de 80% da identidade de sequéncia de nucleotideos de
todo o genoma com base na distribuicdo de identidades de pares (ROSARIO et al.,
2017).

A similaridade de aminoécidos (aa) das proteinas codificadas pela
ORF1 entre PCV-1 e PCV-2 é de 85%, entre PCV-1 e PCV-3 é de 95% e entre PCV-2 e
PCV-3 é de 48% (ALLAN & ELLIS, 2000; PHAN et al., 2016; PALINSKI et al.,
2017). A identidade de sequéncia de nt da ORF1 entre PCV-1 e PCV-2 ¢ de 83%, e
entre PCV-2 e PCV-3 é de 48% (ALLAN & ELLIS, 2000; PHAN et al., 2016;
PALINSKI et al., 2017).

A similaridade de aminoécidos (aa) das proteinas codificadas pela
ORF2 entre PCV-1 e PCV-2 é de 66%, entre PCV-1 e PCV-3 é de 24% e entre PCV-2 e
PCV-3 é de 26% (ALLAN & ELLIS, 2000; PHAN et al., 2016; PALINSKI et al.,
2017). A identidade de sequéncia de nt da ORF2 entre PCV-1 e PCV-2 é de 67%, entre
PCV-1 e PCV-3 é de 24% e entre PCV-2 e PCV-3 ¢ entre 26-36% (ALLAN & ELLIS,
2000; PHAN et al., 2016; PALINSKI et al., 2017).

A taxa de mutacdo do PCV-2 é maior que a esperada para virus DNA
e, desde seu surgimento, novas variantes emergiram, sendo registradas oito genotipos
até o momento (a - h) (FRANZO et al., 2018). Estes gendtipos se diferem pela variacédo
na ORF2, o que sugere divergentes graus na patogenicidade entre eles (FRANZO et al.,
2018). Os genotipos PCV-2a, PCV-2b e PCV-2d sdo os mais prevalentes no mundo
(FRANZO et al., 2018) e no Brasil (GAVA et al., 2017) e PCV-2b parece ser mais
patogénico que PCV-2a (CRUZ et al., 2018).

Em 2016, PCV-3 foi identificado pela primeira vez em amostras de
suinos nos Estados Unidos (PHAN et al., 2016; PALINSKI et al., 2017). Porém, estudos
retrospectivos detectaram o virus em amostras referentes ao ano de 1993 na Suécia (YE
et al., 2018) e em 1996 na China e Espanha (KLAUMANN et al., 2018; SUN et al.,
2018). Inicialmente foram identificados trés grupos, denominados PCV-3a, PCV-3b e
PCV-3c conforme caracteristicas genéticas (FRANZO et al., 2018b; FUX et al., 2018),
porém ndo houve consenso entre os diferentes grupos de pesquisa quanto a classificagdo
dos gendtipos (FRANZO et al., 2020), como ocorreu com PCV-2 (SEGALES et al.,
2008). Em 2020, foi sugerida uma nova classificacdo para PCV-3, com base na

distancia genética entre genomas completos (maxima 3%) ou ORF2 (maxima 6%) das

23



253
254
255
256
257
258

259

260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
2178
279
280
281
282
283

cepas virais (FRANZO et al., 2020). Com isso, dois clados distintos foram definidos e
denominados clado 1 e clado 2. As sequéncias classificadas anteriormente como PCV3-
a e PCV3-c estdo juntas no clado 1 e as sequéncias PCV3-b no clado 2 (FRANZO et al.,
2020). Até o momento ha somente trés sequéncias (MG372488; MG372490;
MT847026) disponiveis no GenBank do genotipo PCV3-b (clado 2), sendo todas

chinesas.

2.1.2. Epidemiologia e patogenia de circovirus em suinos

Circovirus suino foi descrito pela primeira vez como contaminante de
cultivo de células renais suina (TISCHER et al., 1974) e, posteriormente, foi
identificado que o genoma do virus € constituido por uma molécula de DNA fita
simples circular, originando o0 nome da familia “Circoviridae” (TISCHER et al., 1986).
Com sua descoberta, PCV-1 foi inoculado em suinos saudaveis e ndo provocou sinais
clinicos, sendo considerado como nédo patogénico (TISCHER et al., 1986).

Em 1991, nova espécie de circovirus, denominada PCV-2, foi
identificada em associacdo com sindrome de refugagem de leitbes desmamados
(ALLAN et al., 1998). Atualmente, PCV-2 € considerado endémico na suinocultura
mundial e causa diversas doencas, como sindrome multissistémica do definhamento dos
suinos (SMDS), sindrome da dermatite e nefropatia suina (SDNS), pode estar
relacionado com quadros respiratorios e entéricos em suinos, e reprodutivos em
matrizes, com aumento na taxa de leitdes natimortos e mumificados (ELLIS, 2014;
OUYANG et al., 2019). PCV-2 infecta tanto suinos domésticos em criagdes comerciais
quanto suinos asselvajados em cativeiro e de vida livre (SEGALES et al., 2012;
FRANZO et al., 2015).

Os sinais clinicos observados nas infec¢bes por PCV-2 dependem da
sindrome presente, sendo que em casos de SMDS, por exemplo, emagrecimento
progressivo, anemia, anorexia, enterite, Ulcera gastrica e linfadenomegalia generalizada
sdo os sinais clinicos identificados com maior frequéncia. Os casos de SMDS sdo mais
comuns em leitdes com mais de trés meses de idade e sdo observados sinais de
inapeténcia, areas eritematosas na pele e edema subcutaneo (BERA et al., 2019). Javalis
também podem desenvolver a SMDS quando expostos aos fatores estressantes dos
confinamentos (ECCO et al., 2009; BARBOSA et al., 2016).
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PCV-2 foi descrito no Brasil pela primeira vez em 1999 (CIACCI-
ZANELLA & MORES, 2003) e, deste entdo, é considerado endémico no pais e gera
perdas econdmicas na producdo de suinos brasileira (CIACCI-ZANELLA & MORES,
2003; HERDT et al., 2019). Contudo, estudos retrospectivos mostraram a presenca de
PCV-2 em amostras bioldgicas de suinos arquivadas desde 1988 (CIACCI-ZANELLA
et al., 2006).

PCV-2 pode ser transmitido de forma horizontal e vertical, sendo as
que vias de transmissdo mais comuns sdo a oronasal, entre a matriz e o leitdo, e a
orofecal entre os leitdes. PCV-2 pode ser excretado nas fezes por até 13 dias e apresenta
relativa estabilidade as condi¢bes ambientais, corroborando para alta disseminacao viral
(GRAU-ROMA et al., 2008). O virus também pode ser detectado por no minimo 50
dias em sémen de suinos inoculados experimentalmente (BLOMQVIST et al., 2011),
sendo que o macho infectado torna-se potencial transmissor de PCV-2 para a fémea e
sua leitegada (GAVA et al., 2008). Ademais, matrizes inseminadas com sémen
contaminado com PCV-2 podem apresentar falhas reprodutivas, como mumificados e
morte embrionaria, e 0s nascidos vivos podem estar infectados com o virus (SARLI et
al., 2012).

PCV-2 ndo codifica seu préprio DNA, sendo necessarias células na
fase S, em divisdo ativa, para que o virus complete seu ciclo infeccioso (TISCHER et
al., 1986). Ha pouca informac&o sobre células alvo para replicagdo viral inicial, porém,

estudos relatam tropismo do virus pelo sistema imunoldgico e que linfocitos T

circulantes (CD4* e CD8") e linfocitos B (IgM™) s&o alvo de replicacao viral (GRAU-
ROMA et al., 2009; SEGALES et al., 2012). O virus se replica no linfonodo proximal a
infeccdo e pode se disseminar de forma sisttémica (Figura 1). A viremia de PCV-2
ocorre em torno de sete dias ap6s a infeccdo (DPI) e atinge o pico com 14-21 DPI
(OPRIESSNIG et al., 2007).

PCV-2 pode ocasionar deplecdo do sistema imunolégico, tornando o
suino incapaz de responder de forma efetiva a doenca ou mesmo susceptivel a outros
patogenos (SEGALES et al, 2012). Alguns animais podem apresentar infecgdo
subclinica devido baixa viremia e lesdes teciduais ocasionadas por PCV-2 podem néo
ser observadas em 6rgdos ndo linfoides; todavia, nestes casos, 0s animais podem ficar
susceptiveis aos patdgenos secundarios e apresentarem baixo desempenho produtivo.

A interacdo virus-hospedeiro e a intensidade dos sinais clinicos
dependem de elementos intrinsecos ao leitdo, a leitegada e ao ambiente (OPRIESSNIG
etal., 2007; BARCELLOS et al., 2008). A heranca genética e a capacidade imunoldgica
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sdo condicOes individuais e o efeito leitegada refere-se ao estado da matriz lactante, que
pode transmitir o virus a leitegada e também transferir anticorpos protetivos via
colostro.

O ambiente é representado pelo efeito dos manejos realizados com o0s
suinos (zootécnico, sanitério e nutricional). Os elementos de manejo configuram os
fatores que diminuem a homeostase da interacdo suino-ambiente-virus, como auséncia
de conforto térmico, disputa por alimento e/ou espaco, medo, mistura de diferentes
lotes, escuridd@o ou excesso de luminosidade, alta ou baixa umidades, baixa qualidade do
ar, agua ndo potavel, processos inadequados de limpeza e desinfeccdo, entre outros
(OPRIESSNIG et al., 2007; BARCELLOS et al., 2008).

Figura 1 - Patogenia da infeccdo por circovirus suino 2 (PCV-2). PCV-2 replica em
orgdo linfoide proximal a infeccdo e ocasiona deplecdo linfoide. Em baixa viremia
ocorre resolugdo da infeccdo e em alta viremia ocorre a disseminagdo sisttmica do
virus. O prognostico clinico € influenciado por fatores predisponentes que influenciam
na interacdo virus-hospedeiro, como os fatores individuais e de manejo.

[——— Co-fatores
5%
PCV-2 —'5 Infecgdo de linfonodos

Deplecio linfoide

Baixa viremia Alta viremia
% Soroconversiao § Soroconversio
Resolugio da Disseminagio
infecgdo sistémica

| —

Infecgdes secundarias - Doenca Doenca
Redugao de desempenho subclinica clinica

Fonte: o préprio autor.

Devido a imunossupressao ocasionada por PCV-2, infeccGes mistas
podem ocorrer, sendo comum observar associacdo com agentes primarios, como
Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) ou agentes secundarios como Glaesserella
parasuis e Streptococcus suis. Em sindromes reprodutivas, pode-se observar a presenca
de infec¢cdes mistas de PCV-2 com parvovirus suino (PPV) ou leptospiras patogénicas,
ocasionando aumento na taxa de fetos mumificados e de natimortos (HERDT et al.,
2019).
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2.2.3 Circovirus suino 3 em suinos domésticos

Pouco se sabe sobre a epidemiologia da infeccdo por PCV-3 em
suinos, todavia ha relatos de transmissdo do virus por fluidos oral, nasal e fezes que
evidenciam a transmissdo horizontal (KWON et al., 2017; FRANZO et al., 2018b;
COLLINS et al., 2017; KLAUMANN et al., 2019b), em colostro (KEDKOVID et al.,
2018) e sémen (KU et al., 2017), sugerindo transmisséo vertical. Desta forma, acredita-
se que PCV-3 possua semelhanga epidemioldgica com PCV-2.

Em suinos comerciais, PCV-3 tem sido associado a quadros clinicos
reprodutivos (FACCINI et al., 2017; KU et al., 2017; PALINSKI et al., 2017; KIM et
al., 2018b; TOCHETTO et al., 2018; ZOU et al.,, 2018; DEIM et al., 2019),
dermatopatias (PHAN et al., 2016; SUKMAK et al., 2019; BERA et al.,, 2019)
inflamacgdo multissistémica (PHAN et al., 2016; ARRUDA et al., 2019; WILLIAMSON
etal., 2019; CONTI et al., 2021), distarbios neuroldgicos (PHAN et al., 2016; CHEN et
al., 2017) e respiratorios (PHAN et al., 2016; SUKMAK et al., 2019; CHEN et al.,
2017; ZHAl et al., 2017; FUX et al., 2018; KEDKOVID et al, 2018; KIM et al., 2018b).

Os estudos disponiveis com deteccdo de PCV-3 em suinos comerciais,
de acordo com sistema fisiol6gico acometido, fase de producdo estdo apresentados no
Quadro 2.
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Quadro 2 — Detecgdo de circovirus suino 3 em suinos comerciais de acordo com o
sistema fisioldgico e fase de producéo.

Sistema Fase de producéo® Sinais clinicos observados Referéncia
fisiolégico
Cardiovascular Lactacdo e Anorexia, artrites, Phan et al., 2016
Terminagdo miocardite, refugagem Arruda et al., 2019

Williamson et al., 2019

* De Condi et al., 2021
Tegumentar Lactacédo Dermatopatia Phan et al., 2016
Sukmak et al., 2019
Neuroldgico Lactacdo Sinais neurolégicos, tremor Phan et al., 2016
congenito Chen et al., 2017
Reprodutivo Gestacéo Aborto, mumificados, Faccini et al., 2017
natimortos Ku et al., 2017

Palinksi et al., 2017
Kim et al., 2018b
Tochetto et al., 2018
Zou et al., 2018
Deim et al., 2019

Respiratorio Lactacdo Anorexia, dispneia, pirexia Phan et al., 2016
Sukmak et al., 2019

Creche Chen et al., 2017

Zhai etal., 2017

Terminacdo Phan et al., 2016

Fux et al., 2018
Kedkovid et al., 2018
Kim et al., 2018b

* De Condi et al., 2021
Sistémico Lactacdo e Inflamacao sistémica Stadejek et al., 2017
Terminacao Arruda et al., 2019

Franzo et al., 2019
Williamson et al., 2019

* De Condi et al., 2021

fLactacdo: leitdes de 0-24 dias de vida; Creche: leitdes de 25-70 dias de vida; Terminagdo: leitdes de 71-
160 dias de vida; Gestagdo: matrizes de 0-110 dias gestacionais. * ndo informado pelos autores.

Os estudos disponiveis no Quadro 2 mencionam a presenca de PCV-3
em suinos doentes e, de acordo com os autores, o virus foi considerado como agente
etioloégico que ocasionou os sintomas clinicos observados. Destes, 0s uUnicos que
descartaram outros patdgenos como possiveis causadores das lesdes e sinais clinicos
observados nos suinos foram as pesquisas pioneiras na deteccdo de PCV-3 (PHAN et

al., 2016; PALINSKI et al., 2017) e que usaram a hibridacdo in situ para deteccdo de
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PCV-3 em leses teciduais (PHAN et al., 2016; ARRUDA et al., 2019; De CONDI et
al., 2021).

No estudo de Williamson et al. (2019) PCV-3 foi encontrado em
grandes quantidades com auxilio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
natimortos e leitbes com tremor congénito e, de acordo com os autores, o virus foi
relacionado com o quadro clinico observado, todavia, outros patdgenos ndo foram
pesquisados. Ademais, a maioria destas investigacdes de PCV-3 em suinos nos
diferentes estudos ndo utilizou grupo controle negativo, ou somente estdo sustentados
pela deteccdo de PCV-3 pela PCR em amostras de soro ou tecido, ndo utilizaram
hibridacéo in situ para detec¢cdo de PCV-3 em lesdes teciduais e também ndo avaliaram
a presenca de outros patdégenos como PCV-2.

PCV-3 foi detectado em taxas que variam de 6,7% - 97,0% em suinos
com algum sinal clinico e taxas entre 6,8% - 34,5% em suinos saudaveis (Quadro 3).
Porém, a deteccdo em animais contemporaneos saudaveis foi de 29,8% enquanto
animais com sintomas respiratorios foi 17,9% e ambos 0s grupos apresentaram a mesma
carga viral em amostras coletadas entre 1997 e 2018 (SAPORITI et al., 2020).
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Quadro 3. Deteccdo de circovirus suino 3 em suinos comerciais em paises da Europa,

Asia e América do Sul com ou sem sinal clinico.

Pais Sinais Amostra Taxa de Referéncia

clinicos analisada deteccéo
(sistema

fisioldgico)

Italia Sem sinais Pulmaéo 34,5%(10/29)  Franzo et al., 2018b

Sem sinais Soro 18,1% (6/33)

Sem sinais Suabe 12,5% (1/8)

Sem sinais  Diferentes 6rgéos 6,8%(20/29)

Dinamarca Respiratério Linfonodo 94,7% (36/38) Franzo et al., 2018b

Respiratdrio Pulmao 10,0% (2/20)
Respiratdrio Soro 30,0% (6/20)
Espanha Sem sinais Soro 14,8%(14/94)  Franzo et al., 2018b
Sem sinais Soro 6,7%(4/60) Saporiti et al., 2020
Respiratdrio Soro 6,2%(8/129)  Saporiti et al., 2020
Digestivo Soro 5,6%(7/126)  Saporiti et al., 2020
Reprodutivo Feto 33,9%(18/53)  Saporiti et al., 2021

Tailandia Respiratorio  Soro e tecidos 36,7% (29/79) Sukmak et al., 2019

Coreéiado Respiratorio Diferentes 6rgéos 9,8% (6/58)  Kimetal., 2018b

Sul Reprodutivo Feto 21,4% (3/14)

Japéao Respiratorio  Diferentes 6rgéos 10,3% (7/73)  Hayashi et al, 2018
Reprodutivo Feto 6,7%(1/15)

Brasil Reprodutivo Feto 14,6% (26/178) Rodrigues et al., 2020
Respiratério Linfonodo/Pulmédo 47,8% (32 /67) Saraivaetal., 2019
Reprodutivo Fetos 97,0% (270/276) Dal santo et al., 2020
Respiratdrio Soro 26,7% (41/154) Cruzetal., 2020

EUA Respiratorio Coracdo 95,2% (20/21) De Condi et al., 2021
Refugagem Pulméo 85,7% (18/21) De Condi et al., 2021

Sl Linfonodo 83,3% (5/6)  De Condi et al., 2021
Baco 83,3% (10/12) De Condi et al., 2021
Figado 81,8% (9/11) De Condi et al., 2021

No estudo brasileiro, de caréater retrospectivo, PCV-3 foi identificado

em diferentes amostras de tecidos coletadas entre 2006 e 2010 em nove estados
brasileiros, sendo as taxas de deteccdo de 50% (1/2) em Goias, 80% (4/5) no Mato
Grosso, 100% (1/1) no Mato Grosso do Sul, 34% (15/44) em Minas Gerais, 100% (2/2)
no Espirito Santo, 67% (2/3) em S&o Paulo, 100% (2/2) no Parana, 100% (2/2) em
Santa Catarina e 100% (3/3) no Rio Grande do Sul (SARAIVA et al., 2019). Todavia, a

amostragem avaliada na maioria dos estados foi pequena podendo ocorrer viés na

interpretagdo da prevaléncia. Em outra pesquisa, PCV-3 foi detectado em 26,7%

(41/154) das amostras de soro de suinos com sinais clinicos respiratorios, e de acordo
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com os autores, o virus poderia estar associado ao quadro clinico dos animais (CRUZ et
al., 2020).

Em relacdo as perdas reprodutivas, a detec¢do de PCV-3 em feto suino
foi de 6,7 - 97% (HAYASHI et al., 2018; KIM et al., 2018b; DAL SANTO et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2020). Esta variacdo pode ser devido a alguns estudos nédo
investigarem outros patdgenos que possam ocasionar perdas reprodutivas (HAYASHI et
al., 2018; CRUZ et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020), enquanto outros autores
detectarem a co-infeccdo com PPV ou PCV-2 ou leptospiras patogénicas em 93,1% das
amostras positivas para PCV-3 (DAL SANTO et al., 2020). Contudo, estes resultados se
baseiam apenas pela deteccédo do virus por PCR e ndo deixam claro o seu envolvimento
no quadro clinico reprodutivo.

Apesar da deteccdo de PCV-3 ser associada com diferentes casos
clinicos em suinos em todo mundo, as lesdes histoldgicas ocasionadas pelo virus
precisam ser melhor elucidadas. Recentemente, nos Estados Unidos, De Condi et al.
(2021) associaram lesbes histopatoldgicas com PCV-3 com auxilio da hibridizacdo in
situ de suinos que apresentavam refugagem, diarreia e dispnéia. Nesta investigacdo, o
6rgdo com maior taxa de deteccdo de PCV-3 foi o coracdo (95,2%, 20/21), sendo
associada a miocardite linfoplasmocitéria, seguido pelo pulméo (85,7%, 18/21) com
pneumonia intersticial linfoplasmocitaria.

Suinos podem permanecer por longos periodos infectados pelo PCV-3
de forma subclinica (KLAUMANN et al.,, 2019a), sugerindo comportamento
semelhante ao PCV-2. Todavia, estudos adicionais precisam ser conduzidos para
elucidar a dindmica de PCV-3 e sua associacdo com o desenvolvimento de doencas em

suinos.

2.2.4 Circovirus suino 3 em suinos asselvajados

A taxa de detecgdo de PCV-3 em suinos asselvajados sdo semelhantes
ou superiores as taxas de infeccdo em suinos comerciais e variam de 9,1% a 57,1%
(KLAUMANN et al., 2019), possivelmente devido as pesquisas serem realizadas em
amostras biolégicas provenientes de diferentes drgédos e regides geograficas. Os estudos
realizados em suinos asselvajados ainda sdo escassos, conforme apresentado no Quadro
4.
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Quadro 4. Deteccdo de circovirus suino 3 em suinos asselvajados por meio da técnica
de PCR.

Pais Ano Amostra Prevaléncia Referéncia
Alemanha 2011-2015 Baco 29,2% (26/89) Prinz etal., 2019
Espanha 2004-2018 Soro 42,6% (221/518) Klaumann et al., 2019b
Espanha 2017 Soro 52,6% (10/19) Klaumann et al., 2019b
Espanha 2004-2018 Baco 54,3% (19/35) Klaumann et al., 2019b

Fezes 9,1% (3/33)
Figado 54,2% (19/35)

Linfonodo 30,0% (9/30)
Pulméo 57,1% (20/35)
Tonsila 42,8% (15/35)

Soro 17,8% (5/28)
Italia 2014-2015 Soro 30,0% (56/187) Franzo et al., 2018c
Brasil 2013-2015  Linfonodos 36,3% (29/80) Varelaetal., 2020

Em granjas comerciais de suinos, diferentes estudos mostram menor
prevaléncia de animais PCV-3 positivos na categoria de leitdes lactente comparado aos
leitdes de creche ou terminacdo (KWOW et al., 2017; STADEJEK et al., 2017; FUX et
al., 2018). As taxas de infeccdo em suinos asselvajados jovens e adultos foi de 8,6%
(2/123) e 47,5% (152/320), respectivamente (KLAUMANN et al., 2019), sugerindo
seguir a mesma tendéncia observada em suinos domeésticos. Todavia, em suinos
asselvajados ainda é dificil determinar a real prevaléncia por faixa etaria devido aos
escassos estudos e dificuldade em se obter amostras biol6gicas de animais de diferentes
idades.

Atualmente, ndo ha evidéncias de que PCV-3 ocasione doenga em suinos
asselvajados, no entanto, estudos realizados sugerem que eles sejam susceptiveis e

atuem como potenciais reservatorios do virus.

2.2.5 Cepas de circovirus suino 3 em suinos comerciais e asselvajados

Além dos estudos de prevaléncia, ha na literatura sequéncias
genbmicas parciais e completas de PCV-3 detectadas em suinos comerciais e
asselvajados, sendo algumas destas disponiveis em bases publicas de dados (GenBank).
Neste banco de dados, existem poucas sequéncias catalogadas de dados de genoma
completo de PCV-3 em suinos domésticos no Brasil e de cepas provenientes de suinos

asselvajados de todo mundo. No Quadro 5 sdo apresentados 0s nimeros de acesso
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(GenBank) destas sequéncias, 0 ano de coleta, e amostra bioldgica em que PCV-3 foi

identificado.

Quadro 5 — Sequéncias de genoma completo de circovirus suino 3 identificadas em
suinos domeésticos brasileiros e em asselvajados de todo mundo disponiveis™ no
GenBank.

Sequéncias de genoma completo de PCV-3
Pais Espécie Ano Numero de acesso Amostra biolégica

Brasil Suino comercial 2016 MF079253 Soro

2016 MF079254 Soro

2018 MK®645715 Feto

2018 MK®645716 Feto

2018 MK645717 Feto

2018 MK645718 Feto

2018 MK®645719 Feto

Suino asselvajado 2018 MH699985 Linfonodo retrofaringeo

Espanha  Suino asselvajado 2005 MH579736 Soro

2018 MH579747 Soro
Alemanha 2018 MK820624 Pulméo

T Acesso ao Genbank em 21 de dezembro de 2020.

As sequéncias de PCV-3 MF079253 e MF079254 séo provenientes de
amostras de soro coletadas em 2016 de matrizes comerciais apds parto com leitegadas
compostas por alta incidéncia de natimortos e com baixo numero de nascidos em
granjas no estado do Rio Grande do Sul (TOCHETTO et al., 2018). As sequéncias de
PCV-3 MK645715, MK645717, MK645718 e MK645719 sdo de amostras de fetos
provenientes de granjas de suinos dos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parang, Mato Grosso do Sul e Goiés, coletadas em 2018 (DAL SANTO et al., 2020).
Ambos os estudos realizados no Brasil, de acordo com os autores, associam o PCV-3
com perdas reprodutivas observadas nos animais amostrados.

Recente estudo realizado por Varela et al. (2020) detectou PCV-3 em pool de
linfonodo retrofaringeo de suinos asselvajados manejados no estado do Rio Grande do
Sul, sendo a primeira cepa de PCV-3, nestes animais e no Brasil, catalogada no
Genbank (nimero de acesso: MH699985).

Os estudos pioneiros no mundo na detecgdo de PCV-3 em suinos
asselvajados ocorreram na Europa, com a primeira detecgdo em amostra de pulmdo de
animal manejado na Alemanha em 2018 (numero de acesso: MHG699985).

Posteriormente, estudo retrospectivo realizado na Espanha detectou cepas de PCV-3
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(nimero de acesso: MH579736; MH579747) em soro de suinos asselvajados
amostrados entre os anos de 2005 e 2018 (KLAUMANN et al., 2019b).

As sequéncias de PCV-3 recuperadas de suinos asselvajados possuem
em torno de 98% de identidade de nt com as cepas identificadas em suinos domésticos
disponiveis no GenBank (KLAUMANN et al.,, 2018). As sequéncias de PCV-3
disponiveis possuem 94,4 a 100% de identidade de nt e 96,3 a 100% de similaridade de
aa entre si (HAYASHI et al., 2018; QI et al., 2019; SARAIVA et al., 2019; SUKMAK
et al.,, 2019). Estudos retrospectivos demonstram que ndo ocorreu agrupamento
geogréfico e migracdo temporal, sugerindo estabilidade genética de PCV-3 na

populagéo suina mundial (SUN et al., 2018).

2.2.6 CoinfeccGes com outros patégenos

E comum observar coinfeccio entre PCV-2 e outros microrganismos,
como influenza suina (OUYANG et al., 2019), Torque teno sus virus (TTSuV)
(ROGERS et al., 2017) e PPV (SAEKHOW et al., 2016). De forma similar ao PCV-2,
héa relatos da presenca de PCV-3 e outros agentes em mesma amostra, sugerindo quadro

coinfeccioso (Quadro 6).
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495 Quadro 6. Deteccdo de circovirus suino 3 em coinfeccdo com outros agentes etiol6gicos
496 em suinos.

497

498

499
500
501
502
503
504

Patdgenos

Taxa de coinfeccao (%)

Referéncia

PCV-3 + PCV-2

PCV-3+PCV-2+PCV-1

PCV-3+PRRSV

PCV-3+PCV-2+PRRSV

PCV-3+PEDV
PCV-3+PPV?2
PCV-3+PPV6
PCV-3+PPV7
PCV-3+TTSuV1
PCV-3+TTSuV2

PCV-3+TTSuV1+TTSuV?2

28,2 (13/46)
2,0 (3/150)
39,3 (52/ 132)
1,2 (2/159)
27,6 (94/340)
6,8 (18/265)
15,2 (16/105)
5,4 (18/336)
22,3 (17/76)
17,9 (12/67)
12,5 (2/16)
7.5 (3/40)
61,5 (8/13)
6,2 (1/16)
2,5 (1/40)
0,7 (1/150)
3,8 (4/105)
61,5 (8/13)
0,6 (1/150)
0,6 (1/159)
30,7 (4/13)
27,2 (18/66)
8,6 (9/105)
20,0 (21/105)
24,8 (26/105)
83,3 (110/132)
11,4 (12/105)
71,2 (94/132)
50,0 (66/132)

Kim et al., 20182
Chenetal., 2019
Zheng et al., 2017
Chenetal., 2019
Zheng et al., 2018
Zheng et al., 2018
Haetal., 2018
Wang et al., 2019
Fuetal., 2018
Saraiva et al., 2019
Prinz et al., 2019
Prinz et al., 2019
Sukmak et al., 2019
Prinz et al., 2019
Prinz et al., 2019
Chenetal., 2019
Han et al., 2019
Sukmak et al., 2019
Chenetal., 2019
Chenetal., 2019
Sukmak et al., 2019
Han et al., 2019
Haetal., 2018
Haetal., 2018
Haetal., 2018
Zheng et al., 2018
Haetal., 2018
Zheng et al., 2018
Zheng et al., 2018

2.2.7 Diagnostico de circovirus de importancia na suinocultura

Devido ao PCV-2 se associar facilmente a outras doengas, 0 exame

clinico dos animais em conjunto ao laboratorial € de suma importancia para o

diagndstico (OPRIESSNIG et al., 2007; BARCELLOS et al., 2008).

Leitbes na fase de creche sdo mais susceptiveis a refugagem

(OPRIESSNIG et al., 2007) devido a mescla de animais de diferentes leitegadas para a

formacdo de lotes mais homogéneos, o que favorece a transmissédo do virus entre os
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leitGes pela via oronasal. Nestes casos, os métodos de diagnostico mais eficazes séo a
deteccdo de achados histoldgicos sugestivos de PCV-2, como deplecdo linfocitaria com
inflamacdo granulomatosa, ou a detecgdo de antigenos do virus em linfonodos por meio
da imuno-histoquimica (IHQ) (GRAU-ROMA et al., 2009; SEGALES et al., 2012).

Em casos de suspeita de sindrome reprodutiva ocasionada por PCV-2,
amostras de fetos natimortos e mumificados sdo importantes para o diagnostico com
auxilio da PCR associada a IHQ (HERDT et al.,, 2019). Fetos mumificados e/ou
natimortos positivos na PCR associadas as perdas reprodutivas podem indicar o
envolvimento de PCV-2 na doenca. Contudo, é importante avaliar 0 sinergismo de
PCV-2 com outros agentes etiologicos que ocasionam falhas na reproducdo (HERDT et
al., 2019).

Em relacdo ao PCV-3, pouco se sabe sobre a dinamica de infeccao e
técnicas sensiveis de diagnostico. Todavia, PCV-3 foi identificado em diversos tecidos
(bago, cérebro, colostro, coracdo, fetos mumificados e/ou natimortos), fluidos (fluidos
oral, nasal e peritoneal), fezes, sémen e soro com auxilio da técnica de PCR (CHEN et
al., 2017; COLLINS et al., 2017; KU et al., 2017; KWON et al., 2017; FRANZO et al,
2018a, KIM et al., 2018b; TOCHETTO et al., 2018), e em coracdo, pulmao, figado,
baco e linfonodos pela hibridizacao in situ (PHAN et al., 2016; ARRUDA et al., 2017;
De CONDI et al., 2021).

Em suinos asselvajados, PCV-3 foi identificado com auxilio da PCR
em amostras de soro (FRANZO et al., 2018c) e tecidos (FRANZO et al., 2018c; PRINZ
etal., 2019; VARELA et al., 2020).
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2.3  MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE

2.3.1Classificacéo e caracteristicas estruturais do Mycoplasma hyopneumoniae

O género Mycoplasma é composto por mais de 120 espécies e séo
patdgenos capazes de infectar animais, humanos e vegetais (COOK et al., 2016;
WEISBROTH & KOHN, 2020). Os micoplasmas identificados como capazes de
ocasionar doenca em suinos sdo o Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo), Mycoplasma
hyosynoviae e Mycoplasma hyorhinis (SIQUEIRA et al., 2013). Todavia, outros
isolados, como Mycoplasma flocculare, Mycoplasma gallinarum, Mycoplasma arginini,
Mycoplasma hyopharyngis, e Mycoplasma mycoides foram identificados em suinos e
até 0 momento ndo apresentam importancia sanitaria elucidada (SIQUEIRA et al.,
2013).

Os micoplasmas sdo bactérias anaerdbias, pleomdrficas e,
estruturalmente, caracterizadas por ndo possuirem parede celular. Formam coldnias
dispersas e pequenas sendo consideradas as menores bactérias, com apenas 200 nm de
didmetro (Figura 2) e genoma de 580 — 2200 kb (COOK et al., 2016; GARCIA-
MORANTE et al., 2017; WEISBROTH & KOHN, 2020).

Figura 2 — a) Colonias de Mycoplasma hyopneumoniae em meio seletivo para este
agente. b) Microscopia eletronica de Mycoplasma hyopneumoniae em cilios traqueais
suinos.

Os micoplasmas necessitam de meios seletivos para crescerem e
possuem periodos de incubacdo longos, sendo considerados microrganismos fastidiosos,

por demorarem semanas a meses para crescerem em laboratério (PANTOJA et al.,
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2016; MICHIELS et al., 2017; PIETERS & MAES, 2019). Devido ao seu genoma
pequeno, estes microrganismos possuem metabolismo reduzido e ndo apresentam
algumas vias enzimaticas que sdo importantes, sendo considerados parasitas
obrigatérios (PIETERS & MAES, 2019).

Variantes de Mhyo podem apresentar diferencas genéticas, antigénicas
(BALESTRIN et al., 2019) e de patogenicidade (WOOLLEY et al., 2014). O mesmo
animal pode ser infectado simultaneamente por mais de uma variante de Mhyo
(MICHIELS et al., 2017) e quanto mais variantes presentes em um rebanho, maior a
taxa de pulmdes com algum grau de lesdo de pneumonia e maior a extensdo destas
lesBes por pulméo (PANTOJA et al., 2016; MICHIELS et al., 2017).

2.2.2 Epidemiologia do Mycoplasma hyopneumoniae em suinos.

O micoplasma foi descrito pela primeira vez em 1898, em pulméo de
bovinos com pleuropneumonia (WEISBROTH & KOHN, 2020). Posteriormente, outros
patdégenos morfologicamente semelhantes foram identificados em diversos hospedeiros,
sendo estes microrganismos classificados como Pleuropneumonia-like organisms
(WEISBROTH & KOHN, 2020).

O Mhyo foi descrito por Maré & Switzer (1965) e, posteriormente,
Goodwin et al. (1968) reproduziram a pneumonia enzootica de forma experimental.
Desde entdo, 0 Mhyo é considerado o agente etiolégico da pneumonia enzodtica (PE)
em suinos. Esta doenga ocorre em diversos paises e possui prevaléncia de 95% em
granjas de suinos no Brasil (TAKEUTI et al., 2013).

A PE é considerada a doenca do complexo respiratério suino mais
importante na produgédo suinicola mundial (MAES et al., 2017; PIETERS & MAES,
2019) e brasileira (MORES et al., 2015). A doenca pode gerar incremento de 1,39% na
mortalidade de leitdes terminados e aumento de US$ 0,61 por suino com tratamento
(SILVA et al., 2019) e custo adicional de US$ 0,63 a 10,41 por suino (HADEN et al.,
2012). Animais acometidos pela doenca podem apresentar tosse, dispneia, atraso no
crescimento e inapeténcia (MAES et al., 2017).

Dos animais abatidos em frigorificos brasileiros, 73,9% apresentaram
lesGes macroscépicas em pulmdes sugestivas de PE (GALDEANO et al., 2019). Em
outro estudo, houve a confirmagdo por IHQ da presenca do Mhyo em 74% das
pneumonias observadas, ratificando a importancia deste agente como patégeno

respiratrio primario na suinocultura brasileira (MORES et al., 2015).
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As matrizes suinas desempenham importante papel na epidemiologia
da doenca, principalmente as leitoas, que excretam com maior frequéncia o Mhyo apds
0 parto (BRANDALISE et al., 2019), tornando a transmisséo vertical relevante na
disseminacdo deste patdgeno no rebanho. Desta forma, se espera que ao desmame
tenham grupos de leitdes infectados pela mde e grupos negativos, que ndo foram
expostos ao agente.

Ao desmame, frequentemente, ha mistura de animais de diferentes
leitegadas na mesma baia de creche e, com esse manejo, suinos infectados podem ser
alojados com animais n&o infectados. Com isso, pode ocorrer a transmisséo horizontal
entre os suinos (SPONHEIM et al., 2019), o que contribui para a disseminacdo do
agente nos lotes de animais nas fases subsequentes.

Ap0s a infeccdo, o periodo de tempo necessario para a Soroconversao
pode variar de 7 a 21 dias e 0 aparecimento de lesdes pulmonares pode ocorrer 14 dias
pos-infeccdo com cicatrizagcdo em 30 a 70 dias (PIETERS et al., 2009; DOS SANTOS
et al., 2012). A PE é considerada uma doenca cronica (PIETERS & MAES, 2019) e o
Mhyo pode ser excretado por até 214 dias (PIETERS et al., 2009). Desta forma, em
rebanhos com alta prevaléncia de matrizes excretando Mhyo durante o periodo de parto,
é possivel ter grupos de leitGes infectados ao desmame, antes mesmo de receberem a
vacina para este agente.

O Mhyo tem tropismo pelo sistema respiratorio, se adere ao epitélio
das vias aéreas e ocasiona cilioestase, perda de cilios e morte celular (PANTOJA et al.,
2016; MICHIELS et al., 2017). Consequentemente, o sistema mucociliar ir& apresentar
menor eficiéncia, o que facilita a entrada do préprio Mhyo e de patdgenos secundarios
(DOS SANTOS et al., 2012; PIETERS & MAES, 2019) que podem ocasionar lesdes no
parénquima pulmonar. Adicionalmente, 0 Mhyo altera a expressdo de lipoproteinas
superficiais na membrana celular contribuindo para sua evasédo do sistema imune
(PIETERS & MAES, 2019). No processo infeccioso hd grande producéo de citocinas
pré-inflamatorias no tecido linfoide associado aos brénquios (BALT), ocasionando
infiltracdo de células mononucleares na regido perivascular e peribrénquica (GARCIA-
MORANTE et al., 2016) (Figura 3a). Consequentemente, ocorrem lesdes atelectasicas e

focais no pulméo que séo sugestivas de PE (Figura 3b).
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Figura 3. Pulmao suino. a) Hepatizacdo pulmonar focal (seta) sugestiva de pneumonia
enzootica (posicdo dorsal). b) Hiperplasia do tecido linfoide peribronquiolar (seta),
infiltrado inflamatorio no lamen bronquiolar e nos alvéolos adjacentes (*), HE.

Fonte: o proprio autor.

2.2.3 Diagnostico de pneumonia enzodtica suina

As lesbes macroscdpicas em pulmdes encontradas em suinos com PE
podem ser classificadas conforme a sua extensdo por lobo pulmonar (GARCIA-
MORANTE et al., 2016; PIETERS & MAES, 2019). O pulméo suino possui sete lobos
pulmonares (Figura 4a) com dimensdes diferentes entre eles (Figura 4b) e o indice total

de leséo pulmonar é calculado pela observacao da extensao da hepatizacéo de cada lobo.

Figura 4 — Pulmado suino. a) Desenho esquematico em posicéo dorsal, apresentando 0s
sete lobos pulmonares. b) representacdo esquematica de cada lobo pulmonar, com
destaque para as diferentes dimensdes entre eles.

- b)
AD
CD
1
DD

Lobos: AE — Apical esquerdo; CE — Cardiaco esquerdo; DE — Diafragmatico esquerdo; DD —
Diafragmético direito; CD — Cardiaco direito; DD — Diafragmatico direito; | —intermediario.
Fonte: Adaptado de Hannan et al. (19982) e Garcia-Morante et al. (2016)

a)
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Em seguida, o célculo do indice para pneumonia (IPP) observados é
mensurado dividindo o indice total de hepatizacdo pelo numero de animais

examinados no lote:

p indice total
"~ n° de pulmbes examinados

Pelo IPP ¢ possivel interpretar como a PE se encontra no lote dos
animais cujos pulmdes foram avaliados. Esta interpretagéo considera:
1) IPP <0,55: rebanhos considerados livres de Mhyo.
2) IPP > 0,56: rebanhos em que a pneumonia esta presente, porém sem importancia
sanitaria. Contudo, é preciso considerar os fatores ambientais para que ndo se
tenha evolucéo de indice.

3) IPP >0,90: rebanhos com ocorréncia elevada de PE.
(SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2012)

A avaliacdo do pulmao pela observacéo da presenca de lesdes focais
de hepatizacdo ndo é patognomonica, porém, pulmdes com estas lesdes € considerada
sugestiva de PE (PIETERS & MAES, 2019). E esperado que pulmdes com estas lesdes
macroscopicas possuam 1370 vezes mais chances de ter lesbes microscopicas
ocasionadas por Mhyo (CARRIJO et al., 2014). Todos os pulmdes avaliados por Carrijo
et al. (2014), que apresentaram lesdo macroscopica sugestiva de Mhyo, possuiam leses
microscopicas condizentes com este agente, revelando alta associacdo entre
macroscopia e microscopia.

A IHQ é empregada na rotina de diagnostico de PE (GARCIA-
MORANTE et al., 2016) por revelar a presenca do Mhyo nas lesdes microscopicas
(Figura 5), confirmando a atuacdo deste patdgeno no quadro de pneumonia. Pulmdes
com lesBes macroscopicas sugestivas de PE possuem 2,25 vezes mais chances de
detec¢do de Mhyo por IHQ quando comparados com pulmdes sem lesdo macroscopica.
Pulm@es positivos na IHQ possuem 96,75 vezes mais chances de terem lesdes

pulmonares microscépicas (CARRIJO et al., 2014).
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Figura 5. Imuno-histoquimica para deteccdo de antigeno de Mycoplasma
hyopneumoniae em células epiteliais brénquicas de javali (ponta da seta). 10 pm.
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Fonte: o proprio autor

A pesquisa de anticorpos para Mhyo também pode ser empregada
como diagnostico para PE (PETERSEN et al.,, 2016; PIETERS & MAES, 2019).
Contudo, em rebanhos vacinados ndo € possivel diferenciar anticorpos vacinais
daqueles provenientes do contato com o patdégeno em infeccdo natural (PIETERS &
MAES, 2019). Desta forma, a sorologia € comumente utilizada para monitoria de
rebanhos livres e para controle da pneumonia em reprodutores, uma vez que somente as
leitoas séo habitualmente vacinadas.

A técnica de PCR possui alta sensibilidade e especificidade na
deteccdo de Mhyo (PIETERS & MAES, 2019) e pode ser realizada para a identificacdo
deste agente em amostras de suabe de laringe (BRANDALISE et al., 2019) ou traqueia
(SPONHEIM et al., 2019) em fémeas no pos-parto e para a monitoria de rebanhos livres
de PE.

Mhyo cresce lentamente em culturas (PIETERS & MAES, 2019)
tornando o isolamento dificil de ser realizado na rotina de diagndstico. Desta forma, a
identificacdo da PE em suinos € realizada pela observacdo de sinais clinicos no rebanho
associado as lesGes pulmonares macroscopicas e microscépicas sugestivas de Mhyo,

sendo estas comprovadas pela IHQ de tecido pulmonar.
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2.2.4 Controle da pneumonia enzootica

A vacinacdo para Mhyo é considerada eficaz para o controle da PE
diminuindo a ocorréncia de sinais clinicos e o grau de lesbes pulmonares. Porém, a
vacinacdo ndo impede a infeccdo pelo agente de campo e sua colonizacdo no sistema
respiratorio do suino (PIETERS & SIBILA, 2017).

Rotineiramente, os leitdes séo vacinados ao desmame, com 21 dias de
idade, e espera-se que duas semanas apds a vacinagao, estes animais tenham imunidade
contra Mhyo e que esta perdure em média por até 130 dias (PIETERS & MAES, 2019).

A protecdo colostral para Mhyo é composta por imunoglobulinas e
células do sistema imune e para ser efetiva é importante que o leitdo receba o colostro
de sua mae biologica (PIETERS & SIBILA, 2017). Desta forma, é preciso ter cautela
nos manejos de retirada de leitdes da leitegada nas primeiras 24 horas de vida.

A imunidade colostral é importante para que se tenha estabilidade
sanitaria do plantel. Em granjas com plantel reprodutivo estabilizado, ou seja, com
poucas matrizes excretando Mhyo ao parto, associado a efetiva ingestdo de colostro
pelo leitdo € esperada baixa circulacdo deste patdgeno nos leitdes desmamados
(BRANDALISE et al., 2019).

Além da transmisséo vertical e do contato direto focinho-focinho entre
leitdes, o Mhyo pode ser transmitido com facilidade pelo ar, podendo ocasionar
infeccdo em rebanhos distantes em até 9,2 km (OTAKE et al., 2010), ademais, a
transmissdo pelo ar € importante nos processos de aclimatacdo de leitoas para Mhyo
(BRANDALISE et al., 2019).

Aconselha-se que as leitoas de reposicdo ao serem introduzidas no
plantel sejam vacinacdo para Mhyo e estejam proximas as leitoas introduzidas de lotes
anteriores, para que ocorra a exposicdo controlada do Mhyo pelo ar, 0 que contribui
para correta aclimatacdo de leitoas. Neste processo, pode ocorrer o compartilhamento de
variantes de Mhyo entre as leitoas, recém e anteriormente introduzidas, sugerindo que
leitoas recém-chegadas também podem infectar as demais leitoas do galpdo com novas
variantes. Nestes casos, as leitoas mais velhas poderdo estar susceptiveis ao Mhyo
préximo ao momento de inseminacgdo, contribuindo para aumento da taxa de anestro
neste grupo de animais (BRANDALISE et al., 2019). Desta forma, conhecer o status
sanitario das leitoas adquiridas antes de sua introducdo na granja contribui para o

controle sanitario do plantel reprodutivo.
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Estudos norte-americanos demonstraram que S80 necessarias seis
leitoas positivas para infectar uma leitoa negativa (PIETERS et al., 2009). Por outro
lado, recentemente, no Brasil, foi constatado que somente uma leitoa positiva é capaz de
infectar seis leitoas negativas, sugerindo que a dindmica de infeccdo de Mhyo seja
diferente nos diversos sistemas de producdo e/ou que as variantes de Mhyo possam
apresentar taxas de disseminacdo desiguais (BRANDALISE et al., 2019).

Para granjas com insucesso no controle da PE, sugere-se os protocolos
de erradicacdo, visto que rebanhos livres sdo economicamente viadveis (SILVA et al.,
2019). O Mhyo permanece de forma persistente no sistema respiratorio do suino,
dificultando a sua erradicacdo no rebanho, mesmo em protocolos que incluem o uso de
medicamentos (HOLST et al., 2015), sugerindo que protocolos de despovoamento

possam ser mais eficazes na erradicacdo de Mhyo em granjas.

2.2.5 Mycoplasma hyopneumoniae em suinos asselvajados

Diferentemente da literatura sobre PE em suinos comerciais, ha

poucos estudos de taxas de infec¢do de Mhyo em suinos asselvajados (Quadro 7).

Quadro 7. Deteccdo de Mycoplasma hyopneumoniae em suinos asselvajados.

Pais Ano Src;]lgz]tigz Técnica de';g gégodg)/o) Referéncia
Eslovénia 2006 Soro Sorologia 21,0 (38/178) Vengust et al., 2006
2014 Soro Sorologia 15,8(29/184) Stukelj et al., 2014
Franca 2006 Soro Sorologia 58,0 (53/91) Marois et., 2006
Espanha Soro Sorologia 21,0 (92/428) Sibila et al., 2010
Pulmao PCR 8,0 (12/156) Sibilaetal., 2010
2010 Suabe nasal PCR 20,0 (17/85) Sibilaetal., 2010
2011 Soro Sorologia 26,6 (71/267) Closa-Sebastia et al., 2011
2014 Soro Sorologia 13,9 (23/165) Risco et al., 2104
Russia 2009 Soro Sorologia 52,0 (51/98) Kukushkin et al., 2009
Italia 2014 Soro Sorologia 30,0 (655/2177) Chiari et al., 2014
Brasil 2020 Soro Sorologia 19,7 (12/61) Severo et al., 2020

A taxa de infeccdo para Mhyo varia de 8,0% a 58,0% em suinos
asselvajados em todo mundo (MAROIS et al., 2006; SIBILA et al., 2010), sendo
observada deteccdo em 65% (286/439) de animais jovens e 26% (264/1013) em adultos
(MAROIS et al., 2006). Entretanto, os dados sdo escassos devido a dificuldade em se

obter amostras bioldgicas destes animais, incluso por faixa etaria.
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Os estudos com estes animais sdo, em sua maioria, com a investigacéo
de anticorpos para Mhyo em amostra de soro (MAROIS et al., 2006; VENGUST et al.,
2006; KUKUSHKIN et al., 2009; CLOSA-SEBASTIA et al., 2011). Por outro lado,
Mhyo também foi detectado com auxilio de PCR em amostras de pulméo e fluidos
nasais (SIBILA et al., 2010) e pulmdes de suinos asselvajados apresentaram lesGes
macroscopicas e microscopicas sugestivas de PE (CHIARI et al., 2014).

A taxa de deteccdo de anticorpos para Mhyo foi de 19,7% (12/61) em
suinos asselvajados manejados em Santa Catarina nos anos de 2017 e 2018 (SEVERO
et al., 2020), todavia, neste estudo ndo foi realizado teste confirmatério para este
patdgeno. Em outra pesquisa no Brasil, javalis de criatorio comercial apresentaram
pulmdes com lesdes macroscopicas e microscopicas sugestivas de Mhyo e sinais
clinicos de PE semelhantes aos observados em suinos comerciais, como: tosse, dispneia,
inapeténcia e reducdo no ganho de peso (ECCO et al., 2009).

Os poucos estudos revelam que o0s suinos asselvajados séao
susceptiveis ao Mhyo, com variada taxa de infeccdo e que estes animais podem
desenvolver lesdes pulmonares de PE, sugerindo que outros fatores podem ser

importantes para que a doenca clinica seja expressa nestes animais.

2.2.6 Coinfeccdo com outros patdgenos

Mhyo é um importante patdégeno primario do complexo de doencas
respiratorias em suinos e por ocasionar lesdes no sistema respiratorio, predispde 0 suino
as infeccbes por outros agentes primarios, como 0s virus da influenza (DEBLANC et
al., 2012; DEBLANC et al., 2016) e PCV-2 (FABLET et al., 2012), e também por
agentes secundarios comensais do trato respiratério, como Pasteurella multocida
(TAKEUTI et al., 2013) e Glaesserella parasuis (KIM et al., 2002; CAl et al., 2005).

A taxa de coinfeccdo de Mhyo com HIN1 é em torno de 31,0%
(DEBLANC et al., 2012; DEBLANC et al., 2016; RECH et al., 2018) e leitbes positivos
para Mhyo coinfectados com HIN1 apresentaram les6es pulmonares mais intensas e
menor desempenho produtivo quando comparados aos leitdes contemporaneos
infectados pelo virus e que ndo eram portadores de Mhyo (DEBLANC et al., 2012).
Mesmo comportamento de sinergismo se observou em coinfeccdo de Mhyo com PCV-2
(FABLET et al., 2012) sendo que a taxa de coinfeccéo entre ambos é de 33,6% a 35,5%
(PALLARES et al., 2002; FABLET et al., 2012).
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Os sinais clinicos nos suinos acometidos por HIN1 ou PCV-2 sdo
exacerbados com a coinfec¢do prévia com Mhyo (DEBLANC et al., 2012) devido ao
aumento da resposta inflamatoria ocasionada primariamente pelo Mhyo (DEBLANC et
al., 2016). Todavia, a coinfeccdo simultanea de Mhyo com H1N1 ou com PCV-2 parece
ndo potencializar os sinais clinicos ou lesées pulmonares de ambos virus (YAZAWA et
al., 2004; SIBILA et al., 2012).

As lesGes pulmonares de suinos ocasionadas por Pasteurella
multocida ou por G. parasuis podem ser exacerbadas em infeccdo prévia por Mhyo
(KIM et al., 2002; CAl et al., 2005; KICH et al., 2010; LIU et al., 2017), contribuindo
para aumento de condenas ao abate em decorréncia de pleurite e pneumonia (KICH et
al., 2010; LIU et al., 2017). Em suinos, a taxa de coinfeccdo de Mhyo com Pasteurella
multocida é de 97,6% (TAKEUTI et al., 2013) e com Glaesserella parasuis de 19,2% a
24,2% (KIM et al., 2002; CAl et al., 2005).
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2.4 CONSIDERACOES FINAIS

A condicdo sanitaria da suinocultura é essencial para que se mantenha
as relagcdes econdmicas do setor e contribui para o crescimento da producdo de suinos
em todo mundo. Contudo, nos ultimos anos, o surgimento de novos patdgenos
ocasionou grandes perdas na suinocultura mundial.

A suinocultura brasileira contribui de forma consistente para o
Produto Interno Bruto brasileiro e possui melhor status sanitario comparado aos outros
grandes produtores de suinos, como China e Estados Unidos. Porém, a vigilancia
epidemioldgica é fundamental para manter esta boa condicéo de satde do rebanho suino
nacional.

Conhecer a prevaléncia de microrganismos emergentes, como o PCV-
3, e endémicos como o Mhyo, um dos mais importantes patdogenos da suinocultura,
contribuem para entender o perfil sanitario da producéo.

Os suinos asselvajados podem ser reservatorios de varias classes de
microrganismos de apresentacdo endémica, epidémica, além de emergentes e
reemergentes e, consequentemente, podem transmiti-los aos planteis de suinos
domésticos. Com isto, a investigacao epidemioldgica realizada em suinos asselvajados é
importante para se conhecer e quantificar o potencial risco sanitario destes animais a
suinocultura comercial brasileira.

Associado aos estudos de prevaléncia, a biologia molecular é
importante ferramenta para entendermos a epidemiologia classica e molecular das
infeccOes, bem como a distribuicdo espacial dos patégenos, particularmente nas regifes
geograficas com maior concentracao de criacdes comerciais de suinos domésticos.

O conhecimento técnico gerado pela investigacdo sanitaria em suinos
asselvajados permite a elaboracdo de programas sanitarios especificos e a orientacéo de
técnicos, produtores e trabalhadores rurais direcionadas a melhoria da biosseguridade

das granjas comerciais de suinos.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

DESCREVER A OCORRENCIA DE INFECCOES POR CIRCOVIRUS SUINO 3 E
POR MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE EM REBANHOS DE SUINOS ASSELVAJADOS DE VIDA

LIVRE NA REGIAO DOS CAMPOS GERAIS, PR.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

IDENTIFICAR E CARACTERIZAR POR MEIO DE TECNICAS MOLECULARES O
CIRCOVIRUS SUINO 3 EM SUINOS ASSELVAJADOS NA REGIAO DOS CAMPOS GERAIS,

PARANA;

SEQUENCIAR O GENOMA COMPLETO E DETERMINAR A FILOGENIA DE
CEPAS DE CIRCOVIRUS SUINO 3 PROVENIENTES DE SUINOS ASSELVAJADOS. REALIZAR
ANALISES FILOGENETICAS COMPARATIVAS ENTRE AS SEQUENCIAS DE CEPAS DE PCV-3
IDENTIFICADAS NESTE ESTUDO E OUTRAS CEPAS IDENTIFICADAS NO BRASIL E EM OUTROS

PAISES PROVENIENTES DE SUINOS DOMESTICOS E ASSELVAJADOS;

INVESTIGAR POR MEIO DOS TESTES ELISA INDIRETO E IMUNO-
HISTOQUIMICA A PREVALENCIA, POR SEXO E FAIXA ETARIA, DE MYCOPLASMA

HYOPNEUMONIAE EM SUINOS ASSELVAJADOS NA REGIAO DOS CAMPOS GERIAS, PARANA.
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Simple Summary: Porcine circovirus 3 (PCV-3) was first identified in pigs in the USA and was
subsequently detected in several other countries, including Brazil. PCV-3 can be associated with
diseases in pigs. To date, there are only a few reports of PCV-3 in wild boars worldwide. This study
aimed to investigate the presence of PCV-3 in wild boars in Parana state, Brazil. The results revealed
that PCV-3 was present in the serum and lungs of the sampled boars. The complete genome of the
PCV-3a strain was determined and compared with other PCV-3 strains around the world.
Phylogenetic analysis has shown a close relationship to the strains already described in domestic
and wild pigs. At this moment, there is no evidence that PCV-3 causes disease in wild boars.
However, the monitoring of circulation of PCV-3 in wild boars is important for pig industry
biosecurity because these animals share pathogens with domestic pigs.

Abstract: Porcine circovirus 3 (PCV-3) was identified in domestic pigs worldwide. Although PCV-
3 has also been detected in wild boars, information regarding its circulation in this free-living animal
species is scarce. To investigate PCV-3 occurrence in free-living wild boars in Brazil, 70 serum
samples collected between January 2017 and June 2019 in Parana state, Brazil were analyzed by PCR
assay. Amplicons measuring 330 bp in length were amplified in seven (10.0%) of the serum samples
and confirmed to be PCV3-specific by nucleotide (nt) sequencing. As the amplified products from
the serum samples yielded only intermediate levels of viral DNA, lung samples from the seven
PCR-positive wild boars were also evaluated by PCR. Of these samples, five lung samples were
positive and provided high levels of viral DNA. The three lung samples that presented the highest
levels of viral DNA were selected for amplification and sequencing of the whole PCV-3 genome.

o

The three full-length sequences obtained were grouped in PCV-3 clade “a”, and the sequences
exhibited 100% nucleotide similarity among them. The PCV-3 field strains of this study showed
nucleotide and amino acid similarities of 98.5-99.8% and 98.8-100%, respectively, with whole-

genome PCV-3 sequences from around the world.

Keywords: Sus scrofa; feral pig; circoviruses

1. Introduction

Porcine circovirus 3 (PCV-3) belongs to the genus Circovirus and was recently
identified in the USA through metagenomic analysis [1,2]. Subsequently, PCV-3 has been
reported in several countries of South America, Europe, and Asia [3-10]. Retrospective
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studies revealed PCV-3 circulation since 1993 in Sweden [11], 1996 in China [12] and Spain
[5], and 2006 in Brazil [13].

The PCV-3 genome consists of 1999-2001 nucleotides (nt) of circular, single-stranded
DNA featuring two major open reading frames (ORFs). ORF1 encodes the replicase
protein (Rep), which is composed of 296-297 amino acids (aa); this ORF is the most
conserved region of the genome and shares 55% aa identity with the Rep of porcine
circovirus 2 (PCV-2) [1]. ORF2 is located on the negative strand and encodes the capsid
protein (Cap), the only constituent of the viral capsid; it is composed of 214 aa, sharing
approximately 26-37% identity with the PCV-2 Cap protein [1,2]. ORF3 encodes a putative
231-aa protein, and its function has not been elucidated [1].

The PCV-3 sequences available in GenBank have high nucleotide identity between
strains [14]. The evolutionary analysis in phylogenetic studies indicate the presence of a
common ancestor dated approximately 1967 [15]. Considering a maximum genetic
distance of 3% within the complete genome and a bootstrap support higher than 90%,
Franzo and colleagues [16] suggest only two clades that can be defined as genotypes.
Specifically, PCV-3a forms clade 1, while PCV-3b form clade 2. To date, only two strains
are included in clade 2 (GenBank access numbers MG372488 and MG372490).

PCV-3 has been detected in symptomatic [1,2] and asymptomatic pigs [14] and in
other animal species, including dogs [17], cattle [18] and wild hosts [19]. The PCV-3
prevalence in domestic pigs varies from 6.5 to 68.6% [4-6,10,12,14], while in wild boars, it
varies from 9.1 to 57.1% and which, due to their habits, may contribute to the spread of
the virus [13,20-22]. PCV-3 infection in wild boars has been reported in Germany [20],
Italy [21], Spain [22], and recently, in Brazil [13].

Brazil is the fourth-largest pork producer and exporter worldwide, and the state of
Parana is the second-largest pork producer in Brazil, accounting for 19.8% of total pork
meat production in 2019 [23]. The total population of free-living wild boars in Brazil is
unknown, but sightings are common in crop fields and near livestock farms in various
Brazilian regions, including Campos Gerais, Parana state [24]. This study attempted to
investigate PCV-3 occurrence in free-living wild boars in Campos Gerais, Parana state,
and to genetically characterize the PCV-3 strains detected in this animal species.

2. Materials and Methods
2.1. Ethics

The study was submitted to the Ethics Committee on Animal Experiments of the
Universidade Estadual de Londrina and was approved under identification number
22831.2017.40. All applicable international, national, and institutional guidelines for the
care and use of animals were followed.

2.2. Sample Collection

From January 2017 to January 2019, 70 free-living wild boars were harvested in the
Campos Gerais region of the state of Parana; specifically, 14 juvenile females, 14 juvenile
males, 31 adult females, and 11 adult males were obtained. The classification of the
animals into juvenile and adult animals was performed according to Hebeisen et al. (2008)
[25].

Hunting was performed by exotic wildlife controller agents who were authorized by
the Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA)
according to IN 03/2013 [26], registered in the Federal Technical Register of Potentially
Pollutive Activity (CTF/APP), and closely monitored by the Brazilian Army. Paired serum
and lung samples were collected from all 70 free-living wild boars and stored at -80 °C.
Sera were used to assess the frequency of PCV-3 infection in the studied population, as is
commonly carried out in pioneering studies in wild boars [21,22].

After screening of serum samples, the lungs of the animals that had positive serum
samples were evaluated for the presence of PCV-3 following the same methodology. This
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tissue was selected because it is a replication site of the virus and a high viral load can be
found [22].

2.3. DNA Extraction and PCR

Viral DNA was extracted from serum samples using a DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. PCR assays for
PCV-3 diagnosis were performed using a pair of primers (5-CCA CAG AAG GCG CTA
TGT C-3' and 5'-CCG CAT AAG GGT CGT CTT G-3') that amplify a 330-bp fragment of
the capsid gene [1] in 25-pL final reaction volume. The amplified products were analyzed
by electrophoresis on a 1% agarose-TBE gel and stained with ethidium bromide.

2.4. Genome Sequencing

Complete genome sequencing of three PCV-3 PCR-positive lung samples was
performed using primers 5'-CAC CGT GTG AGT GGA TAT AC C-3', 5-GTC GTC TTG
GAG CCA AGT G-3/, 5-TGT TGT ACC GGA GGA GTG-3/, and 5'-GAA GTT GCG GAG
AAG ATG-3', described by Palinski et al. (2017) [1] and a primer with degenerate 3’ end
GCCGAC-TAATGCGTAGTCNNNNNNNNN described by Franzo et al. (2018) [6]. The
selection of the three PCV-3 samples for sequencing was based on viral load and on wild
boar geographic location.

The amplicons were purified using the PureLink® Quick Gel Extraction Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), quantified with a Qubit™ Fluorometer (Invitrogen™
Life Technologies, Eugene, OR, USA), and analyzed by electrophoresis on a 2% agarose
gel. The ABI3500 Genetic Analyzer and BigDye™ Terminator v3.1 A Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) was used for sequencing, which was
performed in both directions with the forward and reverse primers employed in the PCR
assay. Quality assessment and sequence analyses were determined by Phred [27] and
Lucy [28] software. The sequences were assembled using Cap3 [27] to generate consensus
sequences.

2.5. Genome Analyses

Complete PCV-3 genome sequences were accessed on GenBank. The misaligned
strings were excluded from the alignment. Therefore, only one sequence was selected as
representative of all identical sequences. The construction of the tree comprised complete
PCV-3 sequences from wild boars and domestic pigs from different continents and recent
and contemporary strains. As reported by Franzo and colleagues [16], two representative
sequences of the PCV-3b clade were also included.

Phylogenetic analysis of the complete genome sequences of PCV-3 was performed
using the neighbor-joining (NJ) method in MEGA 6.0 software [29]. Bootstrap values were
determined with 1000 replicates, and the evolutionary distances were computed using the
Tamura 3 parameter model [29]. The genome sequences were compared with other PCV-
3 sequences that are available in GenBank.

The complete PCV-3 sequences of this study and PCV-3 sequences from wild boars
and domestic pigs from different continents and recent and contemporary strains were
analyzed using BioEdit version 7.2.6.1 [30].

3. Results

PCV-3 was detected in 7 (10%) out of the 70 serum samples. PCV-3-positive samples
were obtained from adult female boars from Castro and Ponta Grossa Counties.
Additionally, five (71%) of the seven lung samples from wild boars with PCV-3-positive
serum samples were positive. The complete genomes of the three sequenced PCV-3
Brazilian strains were deposited in GenBank (accession numbers: MT075517, MT075518,
and MT075519). The sequences presented 100% nt similarity among themselves and were
classified as PCV-3a (Figure 1).
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Figure 1. Phylogenetic tree of the full-length PCV-3 genome using the neighbor-joining method.
Bootstrap values were determined with 1000 replicates, and the evolutionary distances were
computed using the Tamura 3 parameter model. Evolutionary analyses were conducted with
MEGA 6.0 software [29]. The three Brazilian PCV-3 field strains from free-living wild boars are
labeled with a solid black triangle. The sequences of PCV-1 and PCV-2 were used as outgroups.

The Brazilian PCV-3 wild boar strains showed 99.6% nt similarity with Chilean
(MN907812) and Chinese strains (MG897494) and 99.5% similarity with American
(KX966193) and Taiwanese strains (MK343155) identified from domestic pigs.

The PCV-3 sequences described in this study (MT075517, MT075518, and MT075519)
revealed 98.7-99.8% nt and 99.0-100% aa similarity with the Brazilian strains from
domestic pigs (MF079254, MF079253, MK645715, MK645718, MK645719, MK645716, and
MK645717) (Table 1), 98.5-99.8% nt and 98.8-100% amino acid (aa) sequence similarity
with PCV-3 sequences from domestic pigs worldwide, and 98.6-99.2% nt and 98.9-99.5%
aa sequence similarity with PCV-3 sequences from free-living wild boars (MH579736;
MH579747; MG820624; MH699985).
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Table 1. Similarities of nucleotides (nt) and amino acids (aa) of the complete genome of porcine circovirus 3 (PCV-3)
sequences reported in this study and representative strains from other countries. The complete PCV-3 sequences were

analyzed using BioEdit version 7.2.6.1 [30].

Representative PCV-3 Strains

Representative Strains in This Study

Species Continent Country Strain Year MT075517 MT075518 MT075519
nt aa nt aa nt aa
China MG650176 1996 99.6 998 99.6 99.8 99.6 99.8
China MG372488 2006 993 995 993 995 993 99.5
China MG372490 2006 993 995 993 995 993 99.5
China MG897494 2017 996 998 99.6 99.8 99.6 99.8
China MF155642 2018 989 991 989 99.1 989 99.1
Asia Taiwan MK343155 2013 995 99.6 995 99.6 995 99.6
Korea MF063071 2016 987 99.0 987 99.0 987 99.0
Japan LC383841 2016 993 996 993 99.6 993 99.6
Thailand MH229786 2017 993 995 993 995 993 99.5
Malaysia MK585351 2017  99.5 998 995 998 995 99.8
Russia MG679916 2017  99.7 998 99.7 998 99.7 99.8
India MK934768 2018 986 988 986 988 98.6 98.8
Denmark MF805724 2017 989 991 989 99.1 989 99.1
Germany  MGO014376 2015 993 995 993 995 99.3 99.5
Sweden MG765473 2004 986 988 986 988 98.6 98.8
Swine Europe Spain MF805720 2017  99.6 998 99.6 99.8 99.6 99.8
Hungary MG597441 2017 99.7 998 99.7 99.8 99.7 99.8
Italy MF805719 2017 996 998 996 998 99.6 99.8
Serbia MK117051 2019  99.7 999 99.7 999 99.7 99.9
USA KT869077 2015 987 991 987 99.1 987 99.1
North America USA KX898030 2016 985 988 985 988 985 98.8
USA KX966193 2016 995 996 995 99.6 995 99.6
Mexico MH192340 2017 995 998 995 99.8 995 99.8
Colombia ~ MH327785 2018 993 995 993 995 99.3 99.5
Chile MNO907812 2019 99.6 99.8 996 99.8 99.6 99.8
Brazil MF079254 2016 99.6 999 996 999 99.6 99.9
Brazil MF079253 2016 987 99.0 987 99.0 987 99.0
South America Brazil MK645715 2018  99.6 100  99.6 100 99.6 100
Brazil MK645718 2018 99.8 100 99.8 100 99.8 100
Brazil MK645719 2018 99.8 100 998 100 99.8 100
Brazil MK645716 2018 99.6 100 996 100 99.6 100
Brazil MK645717 2018 99.3 998 993 99.8 993 99.8
Spain MH579736 2005 992 995 992 995 99.2 99.5
Wild Europe Spain MH579747 2018 987 993 987 993 987 99.3
boar Germany MK280624 2018 986 991 986 99.1 98.6 99.1
South America Brazil MH699985 2018 987 989 987 989 987 98.9

4. Discussion

The PCV-3 phylogenetic tree (Figure 1) showed that the PCV-3 sequences from this
study were more similar to Brazilian, American, Taiwanese, Chinese and Chilean strains
obtained from domestic pigs than to other PCV-3 nt sequences obtained from wild boar
and available in GenBank. This result suggests that PCV-3 may circulate between
Brazilian domestic and feral pigs. In addition, the notable similarity between strains from
Brazilian wild boars and those obtained in different countries and years suggests the high

genetic stability of PCV-3 field strains.
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In this study, PCV-3 DNA was detected in 7 (10%) out of the 70 serum samples,
suggesting a systemic infection. Previous studies have shown that wild boars are a
potential reservoir for PCV-3 infection in wild and domestic pigs [22]. Additionally,
according to Klaumann et al. (2018) [31], PCV-3 could be detected over a long time,
suggesting that wild boars may exhibit long-lasting infections. Other viruses belonging to
the Circovirus genus, such as PCV-2, also produce persistent viremia in pigs [32]. PCV-3
was reported in serum from wild boars in some countries. Italy was the first country to
report PCV-3 infection in wild boars, where 33% of serum samples collected from 2014 to
2015 were positive [21]. In Spain, 42.6% of serum samples collected from wild boars from
2004 to 2018 were positive for PCV-3, demonstrating that the virus has been circulating
since 2004 [22]. A longitudinal study in Spain, which involved the capture and recapture
of wild boars for over a year, detected PCV-3 in serum samples of 52.6% of the evaluated
animals [22].

The prevalence of PCV-3 DNA in serum samples of free-living wild boars in Brazil
was lower (10%; 7/70) than that observed in European studies [21,22]. PCV-3 studies in
Brazil are scarce but showed that PCV-3 has been present in domestic pigs since 2006 [4],
and in wild boars since 2013 [13]. In the country, PCV-3 was previously detected in serum
of sows presenting stillbirths [3] and the prevalence of PCV-3 in serum samples of
domestic pigs was higher (26.7%; 41/154) [9] than observed in wild boars in our research.
In a retrospective study, PCV-3 was detected in 47.8% (32/67) of different domestic pig
samples such as lung, lymph nodes, and spleen; however, the prevalence for each organ
was not reported [4]. A recent study by Varela et al. (2020) [13] detected PCV-3 in 36.3%
(29/80) of retropharyngeal lymph nodes from wild boars captured from 2013 to 2015 in
Rio Grande do Sul state; other samples types and animals age and sex were not evaluated.

Our study was the first to investigate the occurrence of PCV-3 in free-living wild
boars in a specific Brazilian region (Parana state, South Brazil), and to describe PCV-3
recovered from the serum and lungs of these species in Brazil. Selection of sample types
for PCV-3 detection was based on previous studies that indicated spleen [20,22], tonsil
[13,22], liver [22] and lungs [22] to be the most useful tissues for PCV-3 detection.
Furthermore, lungs had the highest prevalence of positivity (57.1%) compared to other
tissues [22], and they are considered as a target for PCV-3 replication [31]. Although the
viral load in the submandibular lymph node was higher, the percentual of positivity in
this tissue was lower compared to other tissues [22]. Serum is considered the most
appropriate sample for epidemiological studies in wild boars, despite PCV-3 viral load
being lower when compared with viral load found in other tissues [22]. So far, there are
few published studies of PCV-3 detection in wild boars [13,20-22], and 66.6% of them use
serum as biological material for initial PCV-3 investigation [21,22].

Studies published to date observed a high prevalence of PCV-3 in adult wild boars
(47.5%) and a low prevalence in juveniles (8.6%) [22]. Surprisingly, in our study, PCV-3
was only detected in adult free-living wild boars, suggesting less virus circulation in
juvenile free-living wild boars. Usually, adult males live alone while adult females are
frequently seen in flocks with or without offspring. The lower PCV-3 detection observed
in juvenile wild boars suggests a low viremia at the time of sample collection [10], possibly
due to the presence of PCV-3 antibodies from maternal colostrum.

5. Conclusions

This report is the first to describe PCV-3a in free-living wild boars in Parana state,
South Brazil. The identity matrix demonstrated a high nt similarity among the three PCV-
3 strains from this study and other strain sequences that are available in GenBank. PCV-3
prevalence in wild boars should be evaluated to determine the dynamics of virus
evolution in this pig population.
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Abstract

This is the first study conducted in Paran4, Brazil, to investigate Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) infection in free-living
wild boars. Eighty-eight wild boars were managed by authorized controllers between 2017 and 2019 in the state of Parani
in southern Brazil. Management georeferencing, sex, and weight were recorded for each animal. The presence of Mhyo
antibodies in wild boar serum samples was evaluated using a commercial indirect ELISA kit. The presence of enzootic
pneumonia-like gross lesions was evaluated, and the observed macroscopic lesions were subjected to immunohistochemistry
(IHC). The Chi-square test and the intensity of the association with the odds ratio and 95% confidence interval were used
to evaluate the differences in the qualitative variables between groups (sex and municipality). Juvenile wild boars exhibited
a higher seroprevalence than older ones (p=0.005). The Teixeira Soares municipality differed in Mhyo seroprevalence in
comparison with Castro (p <0.001), Ponta Grossa (p =0.004), and Carambei (p <0.001). Females were 6.79 times more
likely to present consolidation lesions than males (p=0.004). Among the evaluated lung samples with injuries, 57.1% (8/14)
and 53.8% (7/13) were Mhyo positive by IHC in Castro and Ponta Grossa, respectively, confirming that the identified mac-
roscopic lesions were caused by Mhyo. This study demonstrates the circulation of Mhyo in free-living wild boars, which
raises concerns regarding the epidemiological role of this animal species for the spread of the pathogen.

Keywords ELISA - Immunohistochemistry - Enzootic pneumonia - Mycoplasmosis - Pulmonary consolidation - Swine

Introduction

Enzootic pneumonia (EP) is a chronic disease caused by
Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo). The disease affects
both domestic pigs and wild boars and is responsible for
important economic losses in the pig producer system world-
wide. For instance, the Mhyo-associated additional costs in
the USA are estimated at U$2.50 per pig in the grower-to-
finish stage, with therapeutics accounting for increases of
U$0.75-U$0.90 per pig [1]. Brazil is the fourth largest pork
producer and exporter worldwide, and the state of Parana has
the second largest production in the country, with 19.85%
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of the total pork meat production in 2019 [2]. Although EP
cost-based studies are scarce in Brazil, there are records of
U$49,400 extra expenses over 4 months in a farrow-to-finish
pig herd contaminated with Mhyo [3].

Wild boars are the result of crossbreeding between boars
(Sus scrofa scrofa) and domestic pigs (Sus scrofa domes-
ticus). The total population of free-living wild boars in
Brazil is unknown, but they are frequently seen in the crop
fields and near livestock farms of different regions of Bra-
zil, including the municipalities of Castro, Carambefi, Ponta
Grossa, and Teixeira Soares in the state of Parana [4]. Evi-
dence of Mhyo infections have been reported in wild boars
in Spain [5, 6], Slovenia [7], Catalonia [8], Italy [9], Russia
[10], France [11], and Brazil [12] and also in captive wild
boars in Brazil [13].

However, to the knowledge of the authors, there are no
Brazilian studies based on Mhyo infection in free-living wild
boars.

The health status of pig herds is essential in terms
of the maintenance and growth of pork production and
exports, and there is evidence that domestic pigs and wild
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boars share vulnerabilities in certain viral and bacterial
pathogen infections [8, 9, 11, 14]. It is known that Mhyo
can be disseminated by air within a 9.2-km radius [15].
Therefore, knowing the health status of free-living wild
boars regarding this pathogen is essential for the biosecu-
rity of pork production. This study aimed to investigate
antibodies against Mhyo by ELISA test of serum samples
of free-living wild boars. Additionally, the presence of EP-
like gross lesions in lungs and their association with the
presence of Mhyo are based on the immunohistochemistry
(IHC) assay.

Materials and methods
Sample collection

The study was submitted to the Ethics Committee on
Animal Experiments of the Universidade Estadual de
Londrina and was approved under identification number
22831.2017.40. All applicable international, national, and
institutional guidelines for the care and use of animals
were followed.

A total of 88 free-living wild boars were managed in
the municipalities of Castro, Carambei, Ponta Grossa,
and Teixeira Soares in the state of Parana from January
2017 to January 2019. The management was performed
by exotic wildlife controller agents authorized by the Bra-
zilian Institute of Environment and Renewable Natural
Resources (IBAMA) registered in the Federal Technical
Register of Potentially Pollutive Activity (CTF/APP) and
closely monitored by the Brazilian Army regarding the
use of firearms in field activities [16]. The georeferencing
of management, sex, and age were individually recorded
(Table 1). Individuals were considered “juveniles” when
they weighed 20 to 40 kg and reddish coat and “adults”
when they weighed > 60 kg and black or silver coat [17].
Other ranges of weight and coat color were not considered

Table 1 Number of wild boars managed in the municipalities of Cas-
tro, Carambei, Ponta Grossa, and Teixeira Soares in Parani state,
according to municipality, sex, and age classification

Municipality Age classification Total

Female Male

Juvenile  Adult  Juvenile  Adult
Carambei 2 0 1 0 3
Castro 9 24 9 9 51
Ponta Grossa 0 14 0 4 18
Teixeira Soares 3 5 4 4 16
Total 14 43 14 17 88

@ Springer

because only animals within the mentioned parameters
were managed.

Serology and immunohistochemistry

Serum and lung samples from all animals were analyzed.
The presence of anti-Mhyo antibodies in the wild boar’s
sera was investigated using a commercial indirect ELISA
kit (Idexx Laboratories, Westbrook, ME, USA) following
the manufacturer’s instructions. Other serological tests were
performed to investigate antibodies against influenza A virus
(IAV) with AI MultiS-Screen Antibody Test (Idexx Labora-
tories, Montpellier, France) and Actinobacillus pleuropneu-
moniae (App) also by ELISA test (Idexx Apx IV, Westbrook,
ME, USA).

The presence of EP-like gross lesions in lung tissue frag-
ments was assessed according to Garcia-Morante et al. [18].
Lung tissues that presented macroscopic lesions were fur-
ther submitted to an IHC test that specifically identifies the
presence of Mhyo and is used as a confirmatory test in the
routine diagnosis of enzootic pneumonia [19, 20].

The IHC was standardized by the streptavidin—biotin-
peroxidase method with a commercial kit LSAB® + System
— HRP—DakoCytomation® (Dako Corporation, Carpinte-
ria, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions
and using a polyclonal antibody against the P36 protein of
Mhyo [21]. Stocked pig lung fragments, with and with-
out lesions, were used as positive and negative controls,
respectively.

Statistical analysis

The influence of sex, age, and the city of management in the
seroprevalence of Mhyo in the free-living wild boars was
analyzed through a generalized linear statistical model with
binomial distributions. Initially, a descriptive analysis of the
data was performed with mean, median, standard deviation,
interquartile range, and minimum and maximum values of
the weight variable. For the qualitative variables, descrip-
tive analyses were also carried out with estimates of simple
and relative frequencies. Then, the non-parametric approach
was used to analyze the weight since it did not present a
normal distribution in the Shapiro—Wilk test (p <0.05). The
Mann—Whitney U test was used to evaluate the difference
between the tests according to weight. The Chi-square test
and the intensity of the association with the odds ratio (OR)
and 95% confidence interval (CI) were used to evaluate the
differences in the qualitative variables (sex and municipal-
ity) between groups. The tests were considered significant
when p <0.05, and the analyses were performed in SPSS
21.0 [22].
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Results

The serological results are summarized in Table 2. Anti-
bodies against Mhyo were detected in 58 (65.9%) of the 88
serum samples analyzed. Juvenile wild boars had a higher
seroprevalence (71%, 20/28) for Mhyo than the adults
(63.3%, 38/60) (p =0.005). Meanwhile, there were no
significant (p =0.333) differences in the detection of anti-
Mhyo antibodies in males (58%, 18/31) and female (70%,
40/57) animals. The municipalities of Castro, Carambei,
and Ponta Grossa did not differ in terms of the seropositive
prevalence (p > 0.005). However, the municipality of Teix-
eira Soares significantly differed from Castro (p <0.001),
Ponta Grossa (p =0.004), and Carambei (p <0.001). Fig-
ure 1 shows the results according to the geographical area
where the wild boars were managed. Among the other res-
piratory pathogens investigated antibodies for App (11.4%,
10/88) and 1AV (17%, 15/88), although none of the Mhyo-
positive wild boars was positive for either App or IAV.
Only adult animals from the municipalities of Castro
(51.5%, 17/33) and Ponta Grossa (55.5%, 10/18) pre-
sented some degree of pulmonary consolidation (Fig. 2),
with no significant difference between these municipali-
ties (p =0.102). According to sex, EP-like gross lesions
were found in adult females of Castro (58.3%, 14/24) and
Ponta Grossa (71%, 10/14) and male animals of Castro
(33%, 3/9), showing that females were 6.79 times (IC 95%
1.85-24.95) more likely to have lung consolidation than
males (p =0.004). Out of the animals that presented lung
consolidation, only two adult females from Ponta Grossa
and one male from Castro were seronegative for Mhyo.
Paired lung samples from the 27 adult animals that
presented consolidation were subjected to IHC, and only
two adult females from Ponta Grossa and Castro were
negative for Mhyo. Among these animals, IHC-positive

results were detected in adult females from Castro (57.1%,
8/14) and Ponta Grossa (50%, 5/10) and males from Castro
(67%, 2/3). The IHC results did not differ according to
the municipalities (p =0.656) and sex (p =0.684). Mhyo
antigens were observed on the surfaces of epithelial cells
(Fig. 3).

Discussion

This is the first study to investigate anti-Mhyo antibodies
associated with pathological and IHC findings in free-living
wild boars in Brazil. However, a previous Brazilian study
described the occurrence of Mhyo in captive wild boars, in
which it was observed that 76% (19/25) of lungs were posi-
tive by IHC, although anti-Mhyo antibodies were not evalu-
ated, and the age of the positive animals was not mentioned
[13]. In another Brazilian study with wild boars, 19.7%
(12/61) of the animals were seropositive, and 1.7% of the
evaluated lungs presented lesions suggestive of bacterial
pneumonia; however, IHC for Mhyo was not performed [12].

In the present survey, IHC was included because this
technique allows the identification of Mhyo antigens in the
microscopic lesions indicating the bacterial replication and
confirming the action of this pathogen in pneumonia devel-
opment [19]. Additionally, IHC is a lower-cost technique,
easier to be performed, and widely used as a confirmatory
method for Mhyo diagnosis [19, 20].

Through the indirect ELISA technique, the lower sero-
prevalence of Mhyo has been reported in wild boars in Spain
(13.94%) [51, Slovenia (14.84%) [7], and Italy (30%) [9].
Chiari et al. [9] observed a higher prevalence in juvenile
free-living wild boars when compared to adult animals in
Italy, corroborating the present study.

Wild boars present an aggregate behavior; the females
are usually seen in flocks with or without offspring, and the

Table 2 Prevalence of Mycoplasma hyopneumoniae-seropositive wild boars in the municipalities of Castro, Carambei, Ponta Grossa, and Teix-
eira Soares in Parand state according to municipality, sex, and age classification

Municipality Serology Total (%)

Positive/total tests (%)

Female Male

Juvenile Adult Total Juvenile Adult Total
Carambefi 272 0 22 1/1 0 1/1 3/3 (100) a
Castro 7/9 19/24 26/33 9/9 5/9 14/18 40/51 (78.4) a
Ponta Grossa 0 11/14 11/14 0 1/4 1/4 12/18 (66.7) a
Teixeira Soares 0/3 1/5 1/8 1/4 1/4 2/8 3/16 (18.8) b
Total 9/14 (64.3) 31/43 (72.1) 40/57 (70)* 11/14 (78.6) 7/17 (41.2) 18/31(58)4 58/88 (65.9)

(70.2)* (58.H)*

Note: Lowercase letters refer to comparison among the municipalities. Capital letters refer to comparisons between sex. Different letters indicate

statistically significant differences (p <0.05)

@ Springer

75



Brazilian Journal of Microbiology

Brazil |
b bt

Parana

Legend

N = Total number of free-living wild-boars sampled
‘ Number of seropositive animals
O Number of seronegative animals
. Forest

[ ] Farming

. Urban Infrastructure

N
. Water A
-

4Q .
Kilometers

Fig. 1 Geographical sampling points of free-living boars. The map shows the distance among the different municipalities, landscape features,
and Mhyo serological results for each sampled area, Parani state, southern Brazil

males are found isolated. This greater contact between the
females may explain the higher seroprevalence and lung
lesions in this group due to the greater contact with the
agent, which is orally disseminated. Additionally, females
can excrete Mhyo after delivering, increasing the transmis-
sion of the agent [23].

In commercial pigs, juveniles animals can be infected
with Mhyo either by their mothers, as they can excrete the
agent at birth or, more commonly, after weaning, which
is the phase at which the animals have the highest con-
tact between different litters [23]. Infected piglets remain
seropositive for long periods, and as adults, if they are not
exposed to the agent again, they can become seronegative.
Thus, the serological profile observed in the wild boars of
the present study is comparable to the one observed in com-
mercial pig herds, as it presents a higher seroprevalence of
Mhyo in juvenile animals.

Considering that Mhyo can infect nearby farms [15] and
the capacity for a territorial invasion of free-living wild
boars, it is suggested that this pathogen can be shared by

@ Springer

commercial herds and wild boars [24]. In our study, the inci-
dence of anti-Mhyo antibodies-positive animals is higher
in the municipalities where there is a higher concentra-
tion of commercial domestic pig farms (Castro, Carambef,
and Ponta Grossa). The municipalities of Castro, Caram-
bei, Ponta Grossa, and Teixeira Soares have a pig herd of
276,797, 112,243, 26,382, and 19,913 animals, respectively
[25]. Air Mhyo transmission between distant pig farms [6,
15] has been reported in areas of high pig density [24].
Meanwhile, the circulation of Mhyo is smaller and slower
in low pig densities [24, 26]. A study conducted in Switzer-
land showed that wild boars from the northern region of the
country, which has a high density of domestic pigs and wild
boars and reports of Mhyo outbreaks, were found positive
for Mhyo in both lungs and nasal swabs and presented lung
consolidation lesions. In contrast, the same study showed
that there were no outbreaks of Mhyo in commercial herds in
the southern region of Switzerland, which has low boar den-
sity [24]. Free-living wild boars live in small groups, with
a low density of animals, suggesting that these individuals
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Fig.2 Adult female free-living wild boar lung positive for M. hyo-
pneumoniae managed in Castro/PR. Consolidated and depressed
areas with dark red color (arrowhead) in the cranial and apical lobes
compared to normal pulmonary parenchyma

are less susceptible to EP than domestic pigs. However, wild
boars can share pathogens with pigs through direct or indi-
rect contact with Mhyo-positive commercial herds.

Mhyo produces pulmonary consolidation in pigs [23]
and is more commonly seen in older animals on commercial
farms [6, 24]. Lung consolidation has been observed in 43%
(43/99) of wild boars in Italy, and the juvenile animals had
more EP-like lesions than the others [9]. Our study found a
higher prevalence of pulmonary consolidation in adult ani-
mals, such as domestic swine, and females were more likely
to have these lesions, possibly because they are more likely
to aggregate and care for the juveniles.

THC is used to confirm the presence of Mhyo in the
lungs of animals affected by EP [18]. A previous study
reported a high frequency of Mhyo IHC-positive wild
boars in Brazil [13]. However, the authors only analyzed
a captive population, while in the present study, free-
living wild boars were evaluated. The municipality of
Carambei had only three animals sampled, and all of
them were seropositive; however, these animals did not
show lung consolidation. It is known that pigs serocon-
vert 21-38 days after Mhyo infection [27]. In contrast,
pulmonary lesions by Mhyo are evidenced with less
than 21 days of infection and can be confirmed with
the presence of the agent through IHC at early infection
[23]. Based on this knowledge, we hypothesize that the
animals from Carambei may have been exposed to Mhyo
weeks before the collection of the samples, causing
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Fig. 3 a Positive control: fragments of lungs from pig-specific patho-
gens free (SPF) experimentally inoculated with Mhyo and with infec-
tion confirmed by nested-PCR. Bar, 20 um. b Negative control: frag-
ments of lungs of SPF pig also evaluated by n-PCR. Bar, 20 pm. ¢
Immunohistochemistry for Mhyo antigen detection with immunore-
activity on the surface (arrowhead) of bronchial epithelial cells of a
wild boar. Bar, 10 um

lung lesions to heal, and these were not diagnosed at
macroscopy. Another possibility is that these animals
may have become infected, developed antibodies, and
had no macroscopic lesions since EP is a multifactorial
disease. The non-detection of Mhyo by IHC does not
rule out the possibility that it may be the cause of the
consolidation since the agent is only found in the lungs
at the beginning of the infection. The limited number
of sampled animals from this specific area needs to be
taken with caution.
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Conclusions

The free-living wild boars evaluated in this study were
managed in the geographical region with a high density
of commercial pig in Parana state in southern Brazil. The
serological, pathological, and IHC findings reported herein
reveal a high prevalence of Mhyo in the free-living wild
boar population in this area and raise concerns regard-
ing the epidemiological role of this animal species for the
spread of this pathogen.
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CONCLUSOES

e InfecgBes por circovirus suino 3 e por Mycoplasma hyopneumoniae estdo presentes e
séo de ocorréncia endémica em rebanhos de suinos asselvajados de vida livre na regido dos

Campos Gerais, PR que é considerada uma importante regido suinicola brasileira.

e As cepas de PCV-3 identificadas neste estudo apresentaram alta identidade de nt e
similaridade de aa com outras cepas desse virus identificadas em suinos domesticos e

asselvajados no Brasil e em outros paises do mundo.
e Andlises soroldgicas, patoldgicas e por imuno-histoquimica demonstram que o

Mycoplasma hyopneumoniae é agente etioldgico de pneumonia enzodtica em suinos

asselvajados de vida livre na regido do estado do Parana incluida neste estudo.

e Suinos asselvajados jovens possuem maior soroprevaléncia para Mycoplasma

hyopneumoniae comparado aos animais adultos.

e Suinos asselvajados fémeas apresentam maior taxa de soroconversdo e de hepatizacdo

pulmonar comparadas aos animais machos.
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APENDICE A

PCV-3 Sequéncias Genémicas

Strain: MT075517_Brazil_2017_Wild;Boar

GGATGATTTTTATGGGTGGGTTCCATTTGATGAATTGCTGAGAATTGGGGACAGGTACCC
TCTGAGGGTTCCTGTTAAGGGTGGGTTTGTTAATTTTGTGGCTAAGGTATTATATATTAC
TAGTAATGTTGTACCGGAGGAGTGGTATTCATCGGAGAATATTCGTGGAAAGTTGGAGGC
CTTGTTTAGGAGGTTCACTAAGGTTGTTTGTTGGGGGGAGGGGGGGGTAAAGAAAGACAT
GGAGACAGTGTATCCAATAAACTATTGAGTTTATTTGCACTTGTGTACAATTATTGCGTT
GGGGTGGGGGTATTTATTGGGTGGGTGGGTGGGCAGCCCCCTAGCCACGGCTTGTCGCCC
CCACCGAAGCATGTGGGGGATGGGGTCCCCACATGCGAGGGCGTTTACCTGTGCCCGCAC
CCGAAGCGCAGCGGGAGCGCGCGCGAGGGGACACGGCTTGTCGCCACCGGAGGGGTCAGA
TTTATATTTATTTTCACTTAGAGAACGGACTTGTAACGAATCCAAACTTCTTTGGTGCCG
TAGAAGTCTGTCATTCCAGTTTITTCCGGGACATAAATGCTCCAAAGCAGTGCTCCCCAT
TGAACGGTGGGGTCATATGTGTTGAGCCATGGGGTGGGTCTGGAGAAAAAGAAGAGGCTT
TGTCCTGGGTGAGCGCTGGTAGTTCCCGCCAGAATTGGTTTGGGGGTGAAGTAACGGCTG
TGTTTTTTTTTAGAAGTCATAACTTTACGAGTGGAACTTTCCGCATAAGGGTCGTCTTGG
AGCCAAGTGTTTGTGGTCCAGGCGCCGTCTAGATCTATGGCTGTGTGCCCGAACATGGTT
TTTGTTTGCTGAGCCGGAGAAATTACAGGGCTGAGTGTAACTTTCATCTTTAGTATCTTA
TAATATTCAAAGCTAATCGCAGTTTCCCATTCGTTTAGGCGGGTAATGAAGTGGTTGGCG
TGCCAGGGCTTGTTATTCTGAGGGGTTCCAACGGAAATGACGTTCATGGTGGAGTATTTC
TTTGTGTAGTATGTGCCAGCTGTGGGCCTCCTAATGAATAGTTTTCTTCTGACATAGCGC
CTTCTGTGGCGTCGTCGTCTCCTTGGGCGGGGTCTTCTTCTGAATATAGCTCTGTGTCTC
ATTTTGGTGCCGGGCTAGTATTACCCGGCACCTCGGAACCCGGATCCACGGAGGTCTGTA
GGGAGAAAAAGTGGTATCCCATTATGGATGCTCCGCACCGTGTGAGTGGATATACCGGGC
AGTGGATGATGAAGCGGCCTCGTGTTTTGATGCCGCAGGACGGGGACTGGATAACTGAAT
TTTTGTGGTGCTACGAGTGTCCTGAAGATAAGGACTTTTATTGTCATCCTATTCTAGGTC
CGGAGGGAAAGCCCGAAACACAGGTGGTGTTTTACGATAAACAACTGGACCCCGACCGAG
TGGGAATCTATTGTGGAGTGTGGAGGCAGTATAGCGAGATACCTTATTATCGGCAAAGAG
GTTGGAAAAAGCGGTACCCCACACTTGCAAGGGTACGTGAATTTCAAGAACAAAAGGCGA
CTCAGCTCGGTGAAGCGCTTACCCGGATTTGGTCGGGCCCATCTGGAGCCGGCGAGGGGG
AGCCACAAAGAGGCCAGCGAGTATTGCAAGAAAGAGGGGGATTACCTCGAGATTGGCGAA
GATTCCTCTTCGGGTACCAGATCGGATCTTCAAGCAGCAGCTCGGATTCTGACGGAGACG
GCGGGAAATCTGACTGAAGTTGCGGAGAAGATGCCTGCAGTATTTATACGCTATGGGCGG
GGTTTGCGTGATTTTTGCGGGGTGATGGGGTTGGGTAAACCGCGTGATTTTAAAACTGAA
GTTTATGTTTTTATTGGTCCTCCAGGTTGCGGGAAAACGCGGGAAGCTTGTGCGGATGCG
GCTGCGCGGGAATTGCAGTTGTATTTCAAGCCACGGGGGCCTTGGTGGGATGGTTATAAT
GGGGAGGGTGCTGTTATTCT
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Strain: MT075518 Brazil 2017 _Wild_Boar

TCAGAGGGTACCTGTCCCCAATTCTCAGCAATTCATCAAATGGAACCCACCCATAAAAAT
CATCCAGAATAACAGCACCCTCCCCATTATAACCATCCCACCAAGGCCCCCGTGGCTTGA
AATACAACTGCAATTCCCGCGCAGCCGCATCCGCACAAGCTTCCCGCGTTTTCCCGCAAC
CTGGAGGACCAATAAAAACATAAACTTCAGTTTTAAAATCACGCGGTTTACCCAACCCCA
TCACCCCGCAAAAATCACGCAAACCCCGCCCATAGCGTATAAATACTGCAGGCATCTTCT
CCGCAACTTCAGTCAGATTTCCCGCCGTCTCCGTCAGAATCCGAGCTGCTGCTTGAAGAT
CCGATCTGGTACCCGAAGAGGAATCTTCGCCAATCTCGAGGTAATCCCCCTCTTTCTTGC
AATACTCGCTGGCCTCTTTGTGGCTCCCCCTCGCCGGCTCCAGATGGGCCCGACCAAATC
CGGGTAAGCGCTTCACCGAGCTGAGTCGCCTTTTGTTCTTGAAATTCACGTACCCTTGCA
AGTGTGGGGTACCGCTTTTTCCAACCTCTTTGCCGATAATAAGGTATCTCGCTATACTGC
CTCCACACTCCACAATAGATTCCCACTCGGTCGGGGTCCAGTTGTTTATCGTAAAACACC
ACCTGTGTTTCGGGCTTTCCCTCCGGACCTAGAATAGGATGACAATAAAAGTCCTTATCT
TCAGGACACTCGTAGCACCACAAAAATTCAGTTATCCAGTCCCCGTCCTGCGGCATCAAA
ACACGAGGCCGCTTCATCATCCACTGCCCGGTATATCCACTCACACGGTGCGGAGCATCC
ATAATGGGATACCACTTTTTCTCCCTACAGACCTCCGTGGATCCGGGTTCCGAGGTGCCG
GGTAATACTAGCCCGGCACCAAAATGAGACACAGAGCTATATTCAGAAGAAGACCCCGCC
CAAGGAGACGACGACGCCACAGAAGGCGCTATGTCAGAAGAAAACTATTCATTAGGAGGC
CCACAGCTGGCACATACTACACAAAGAAATACTCCACCATGAACGTCATTTCCGTTGGAA
CCCCTCAGAATAACAAGCCCTGGCACGCCAACCACTTCATTACCCGCCTAAACGAATGGG
AAACTGCGATTAGCTTTGAATATTATAAGATACTAAAGATGAAAGTTACACTCAGCCCTG
TAATTTCTCCGGCTCAGCAAACAAAAACCATGTTCGGGCACACAGCCATAGATCTAGACG
GCGCCTGGACCACAAACACTTGGCTCCAAGACGACCCTTATGCGGAAAGTTCCACTCGTA
AAGTTATGACTTCTAAAAAAAAACACAGCCGTTACTTCACCCCCAAACCAATTCTGGCGG
GAACTACCAGCGCTCACCCAGGACAAAGCCTCTTCTTTTTCTCCAGACCCACCCCATGGC
TCAACACATATGACCCCACCGTTCAATGGGGAGCACTGCTTTGGAGCATTTATGTCCCGG
AAAAAACTGGAATGACAGACTTCTACGGCACCAAAGAAGTTTGGATTCGTTACAAGTCCG
TTCTCTAAGTGAAAATAAATATAAATCTGACCCCTCCGGTGGCGACAAGCCGTGTCCCCT
CGCGCGCGCTCCCGCTGCGCTTCGGGTGCGGGCACAGGTAAACGCCCTCGCATGTGGGGA
CCCCATCCCCCACATGCTTCGGTGGGGGCGACAAGCCGTGGCTAGGGGGCTGCCCACCCA
CCCACCCAATAAATACCCCCACCCCAACGCAATAATTGTACACAAGTGCAAATAAACTCA
ATAGTTTATTGGATACACTGTCTCCATGTCTTTCTTTACCCCCCCCTCCCCCCAACAAAC
AACCTTAGTGAACCTCCTAAACAAGGCCTCCAACTTTCCACGAATATTCTCCGATGAATA
CCACTCCTCCGGTACAACATTACTAGTAATATATAATACCTTAGCCACAAAATTAACAAA
CCCACCCTTAACAGGAACCC
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Strain: MT075519_Brazil_2018_Wild_Boar

TTTCTCCAGACCCACCCCATGGCTCAACACATATGACCCCACCGTTCAATGGGGAGCACT
GCTTTGGAGCATTTATGTCCCGGAAAAAACTGGAATGACAGACTTCTACGGCACCAAAGA
AGTTTGGATTCGTTACAAGTCCGTTCTCTAAGTGAAAATAAATATAAATCTGACCCCTCC
GGTGGCGACAAGCCGTGTCCCCTCGCGCGCGCTCCCGCTGCGCTTCGGGTGCGGGCACAG
GTAAACGCCCTCGCATGTGGGGACCCCATCCCCCACATGCTTCGGTGGGGGCGACAAGCC
GTGGCTAGGGGGCTGCCCACCCACCCACCCAATAAATACCCCCACCCCAACGCAATAATT
GTACACAAGTGCAAATAAACTCAATAGTTTATTGGATACACTGTCTCCATGTCTTTCTTT
ACCCCCCCCTCCCCCCAACAAACAACCTTAGTGAACCTCCTAAACAAGGCCTCCAACTTT
CCACGAATATTCTCCGATGAATACCACTCCTCCGGTACAACATTACTAGTAATATATAAT
ACCTTAGCCACAAAATTAACAAACCCACCCTTAACAGGAACCCTCAGAGGGTACCTGTCC
CCAATTCTCAGCAATTCATCAAATGGAACCCACCCATAAAAATCATCCAGAATAACAGCA
CCCTCCCCATTATAACCATCCCACCAAGGCCCCCGTGGCTTGAAATACAACTGCAATTCC
CGCGCAGCCGCATCCGCACAAGCTTCCCGCGTTTTCCCGCAACCTGGAGGACCAATAAAA
ACATAAACTTCAGTTTTAAAATCACGCGGTTTACCCAACCCCATCACCCCGCAAAAATCA
CGCAAACCCCGCCCATAGCGTATAAATACTGCAGGCATCTTCTCCGCAACTTCAGTCAGA
TTTCCCGCCGTCTCCGTCAGAATCCGAGCTGCTGCTTGAAGATCCGATCTGGTACCCGAA
GAGGAATCTTCGCCAATCTCGAGGTAATCCCCCTCTTTCTTGCAATACTCGCTGGCCTCT
TTGTGGCTCCCCCTCGCCGGCTCCAGATGGGCCCGACCAAATCCGGGTAAGCGCTTCACC
GAGCTGAGTCGCCTTTTGTTCTTGAAATTCACGTACCCTTGCAAGTGTGGGGTACCGCTT
TTTCCAACCTCTTTGCCGATAATAAGGTATCTCGCTATACTGCCTCCACACTCCACAATA
GATTCCCACTCGGTCGGGGTCCAGTTGTTTATCGTAAAACACCACCTGTGTTTCGGGCTT
TCCCTCCGGACCTAGAATAGGATGACAATAAAAGTCCTTATCTTCAGGACACTCGTAGCA
CCACAAAAATTCAGTTATCCAGTCCCCGTCCTGCGGCATCAAAACACGAGGCCGCTTCAT
CATCCACTGCCCGGTATATCCACTCACACGGTGCGGAGCATCCATAATGGGATACCACTT
TTTCTCCCTACAGACCTCCGTGGATCCGGGTTCCGAGGTGCCGGGTAATACTAGCCCGGC
ACCAAAATGAGACACAGAGCTATATTCAGAAGAAGACCCCGCCCAAGGAGACGACGACGC
CACAGAAGGCGCTATGTCAGAAGAAAACTATTCATTAGGAGGCCCACAGCTGGCACATAC
TACACAAAGAAATACTCCACCATGAACGTCATTTCCGTTGGAACCCCTCAGAATAACAAG
CCCTGGCACGCCAACCACTTCATTACCCGCCTAAACGAATGGGAAACTGCGATTAGCTTT
GAATATTATAAGATACTAAAGATGAAAGTTACACTCAGCCCTGTAATTTCTCCGGCTCAG
CAAACAAAAACCATGTTCGGGCACACAGCCATAGATCTAGACGGCGCCTGGACCACAAAC
ACTTGGCTCCAAGACGACCCTTATGCGGAAAGTTCCACTCGTAAAGTTATGACTTCTAAA
AAAAAACACAGCCGTTACTTCACCCCCAAACCAATTCTGGCGGGAACTACCAGCGCTCAC
CCAGGACAAAGCCTCTTCTT
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ANEXO A

Aprovacio na Comisséo de Etica no Uso de Animais

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 14412017 Londrina, 12 de dezembro de 2017,
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Perfil sanitirio de Javalis (Sus scrofa) de vida
livre no Estado do Parana.” protocolo CEUA n®22831.2017.40 sob a responsabilidade de Alice
Fernandes Alfieri, que envolve a produgdo, manutencdo elou ulilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino),
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n®
6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagado Animal (CONCEA), foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em reunido realizada em 28/11/2017

O objetivo do projeto & avaliar os processes de invasio da espécie ndo nativa Sus Scrofa e
seus morfotipos com relagao ao hibidrismo e aos agentes etioldgicos virias, bacterianos, parasitarios
e protozoarios, especialmente aqueles potencialmente zoondticos, no estado do Parana, Brasil. Grau
de invasividade=4

Vigéncia do Projeto Dezembro/2017 a Favereiro/2021
| Espéciellinhagem Sulno / Asselvajado
N° de animais 960
Pesofidade N.D/ND
Sexo Machos e Fémeas
| Orlgem Areas de manejo de espécie exbtica invasora Sus scrofa.
Amostras a serem coletadas | Sangue, plasma, soro, fezes, urina, swabs oral, nasal e urogenital
fragmentes de tecido musculares ou érgdos Ectoparasitas.

Cumpre orientar que caso pretendam-se guaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagio da CEUAJUEL anteriormente & execugdo
das modificagbes

Coloco-me 2 disposicdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessaria, Sem
mais para o momento, subscrevo, cordialmente.

ntamburio Alves Fernandes
ora da CEUA/UEL
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ANEXO B

Protocolo de técnicas

A) Kit para deteccdo de anticorpos para Mycoplasma hyopneumoniae (IDEXX M. hyo,
Westbrook, ME, USA) (https://www.idexx.com.br/pt-br/livestock/livestock-tests/swine-
tests/idexx-m-hyo-ab-test/)

1. Descricdo da técnica:

1.1.
1.2.

1.3.
1.4.
1.5.
1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

Colocar o antigeno nas placas.

Adicionar os controles positivo e negativo conservados com azida sodica nas
cavidades especificas em duplicatas.

Diluir as amostras de soro a serem testadas em propor¢do 1/40 com o diluente de
amostra tamponado e conservado com azida sodica.

Adicionar as amostras de soro a serem avaliadas nas cavidades especificas.

Incubar por 30 min (x 2 min) a 18-26 °C.

As cavidades que possuem anticorpos especificos contra Mhyo védo formar complexos
com os antigenos impregnados.

Lavar cada cavidade, 3-5 vezes, com aproximadamente 350 pL de solucdo de
lavagem concentrada com tampdo fosfato conservado com gentamicina. Aspirar
completamente a solucédo de lavagem.

Adicionar 100 pL conjugado HRPO anti-IgG suina conservado com gentamicina e
Kathon em cada cavidade.

Incubar por 30 min (+ 2 min) a 18-26 °C.

1.10.Lavar cada cavidade, 3-5 vezes, com aproximadamente 350 pL com solugdo de

lavagem concentrada com tampdo fosfato conservado com gentamicina e aspirar
completamente a solucdo de lavagem.

1.11.Adicionar 100 pL de Substrato TMB em cada cavidade.
1.12.Adicionar por 15 min (x 1 min) a 18-26 °C.
1.13.Adicionar 100 pL de Solucdo de Interrupcdo em cada cavidade para interromper a

reacao.

1.14.Ler e registrar valores de absorbancia a 650 nm, A (650).

2. Reagentes empregados:

2.1. Antigeno Mhyo
2.2. Controle positivo conservado com azida sédica — soro diluido anti-Mhyo de suinos.
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2.3. Controle negativo conservado com azida sodica — soro diluido ndo reativo para Mhyo de

suinos.
2.4. Conjugado HRPO anti-1gG suina conservado com gentamicina e Kathon
2.5. Diluente de amostra tamponado e conservado com azida sodica
2.6. Substrato TMB
2.7. Solucéo de interrupgéo

2.8. Solucdo de lavagem concentrada (10x) com Tampao fosfato conservada com gentamicina

3. Calculos:

3.1. Média de controle negativo (FiNx)

CN1 A(650) + CN2 A(650) _

> CNx

3.2. MEDIA DE CONTROLE POSITIVO ((CPx)

CP1 A(650)+ CP2 A(650) _

> CPx
3.3. Coeficiente A/P
Amostra A(650) — CNx
=A/F

CPx — CNx

3.4. Titulo — Relaciona A/P em diluicdo 1/40 com titulo final

logio Titulo = 1,09 x (logio A/P) + 3,36

4. Interpretacdo de Resultados:

4.1. A/P < 0,30 séo consideradas negativas para anticorpos para Mhyo.

4.2.0,3> A/P 0,4 < sdo consideradas como suspeitas para anticorpos para Mhyo.

4.3. A/P > 0,4 sdo consideradas positivas para anticorpos para Mhyo.
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10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

Extracdo de DNA com kit DNeasy (Qiagen, Valencia, CA, USA).

Em capela de fluxo laminar, previamente higienizada com etanol 70% e ligada com
incidéncia de luz UV por 10 min, macerar 25 mg de tecido a ser analisado;

Colocar o macerado em frasco de 1,5 mL;

Este procedimento se aplica ao uso do kit DNeasy (Qiagen codigo 69506);
Ressuspender o pellet em 180 mL tampéo ATL;

Adicionar 20 uL de proteinase K e agitar em vortex;

Incubar por 1 a 3 h, em temperatura de 56 °C, agitando ocasionalmente. A incubagéo
deve acontecer até que o tecido esteja completamente lisado. Pode ser por uma noite,
sem prejuizo para a qualidade do DNA,;

Agitar em vortex por 15 s;

Adicionar 200 pL de buffer AL e agitar em vortex;

Incubar por 10 min em temperatura de 70°C;

Adicionar 200 pL de etanol (96 a 100%) e agitar em vortex;

Transferir o contedldo do microtubo para coluna acoplada ao tubo coletor;

Centrifugar a 8.000 rpm por 1 min, em temperatura ambiente;

Desprezar o liquido do tubo coletor. Adicionar 500 pL de tampdo AW1 a coluna
adaptada ao tubo coletor;

Centrifugar a 8.000 rpm por 1 min;

Desprezar o liquido do tubo coletor;

Adicionar 500 pL de tampdo AW?2 a coluna adaptada ao tubo coletor;

Centrifugar a 14.000 rpm por 3 min;

Desprezar o liquido do tubo coletor;

Passar a coluna para tubo de 1,5 mL. O DNA serd armazenado neste tubo;

Adicionar 75 pL de tamp&o AE no centro da coluna;

Incubar por 1 min em TA;

Centrifugar a 14.000 rpm por 1 min;

Desprezar a coluna;

Armazenar a -20 °C.
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2. Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificacdo de um segmento do genoma é utilizado o par de primers abaixo descrito:
- Diag PCV3 F: 5 - CCACAGAAGGCGCTATGTC - 3;
- Diag PCV3 R: 5 — CCGCATAAGGGTCGTCTTG - 3.

O fragmento amplificado tem 330 pares de bases.

Reagentes utilizados na reagéo da PCR:

1.

2.

7.

8.

DNA da amostra - 2 uL

Tampao da enzima Taq DNA polimerase s/Mg (10X) - 2,5uL
DNTPs 10 MM -1 pL

MgCl2 50 mM -1 pL

Primer F PCV3 F (10 pmol) -0,8 puL

Primer R PCV3 R (10 pmol) - 0,8 pL

Taq DNA polimerase (5 U/ml) - 0,2 pL

Agua ultra pura - 16,7 L

Programa utilizado no termociclador:

1.

2.

Etapa 1: 95°C — 1 min
Etapa 2: 95 °C — 30 seg; 60 °C — 30 seg; 72 °C — 1 min
Etapa 3: go to step 2-38 X

Etapa 4: 72 °C — 10 min
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B)

Imuno-histoquimica utilizando o kit LSAB® + System — HRP - DakoCytomation®
(Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA)

1. Descricdo da técnica:

1.1.
1.2.

1.3.
1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

Fixar os fragmentos de pulméao em formol 10% e os embeber em parafina;

Cortar o pulméo em fragmentos de 3 um de espessura e fixar dos mesmos em laminas
tratadas com poli-L-lisina;

Desparafinar e desidratar os fragmentos;

Submeter os fragmentos a recuperacao de antigeno por irradiacao em microondas por 5
min a 700W, por duas vezes, e por digestao enzimatica com pepsina 0,04% (pH 8,0) a
37°C por 10 min em cadmara Umida.

Submeter ao bloqueio da peroxidase endogena, sendo submersas em perdxido de
hidrogénio (H202 a 3,0% por 5 min);

Incubar & 37 °C por 2h com anticorpo recombinante policlonal monoespecifico contra
proteina lactato-desidrogenase - p36 com dilui¢ao 1:500 em solucdo contendo tampéo
Fosfato- Salino (PBS), BSA (Bovine Serum Albumin) e azida sddica.

Adicionar estravidina-biotina-peroxidase e incubar por 30 min a 37 °C e revelar com 3-
amino-9-etilcarbazol (AEC) por 5 min a 37 °C;

Fazer coloracdo de contraste com hematoxilina de Mayer por 2 min, e enxaguar as
laminas com PBS (pH 7,4) nas lavagens entre cada passo.

Ler as laminas, sendo os resultados expressos de acordo com a presenga ou auséncia de
antigeno marcado

2. Reagentes utilizados:

2.1.
2.2.

2.3.

Bloqueio de peroxidase — Perdxido de hidrogénio a 3% em agua

Anticorpo de ligacdo — Imunoglobulinas isoladas por afinidade marcadas com biotina em
solucdo salina com tampao fosfato (PBS), contendo proteina estabilizadora e 0,015 mol/L
de azida de sddio.

Estreptavidina —HRP (Estreptavidina conjugada com Horseradish Peroxidase) em PBS

contendo proteina estabilizadora e agentes antimicrobianos.
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2.4,

2.5.

2.6.
2.7.
2.8.

Anticorpo recombinante policlonal monoespecifico contra proteina lactato-desidrogenase
- p36 com diluigao 1:500 em solugdo contando tampédo Fosfato-Salina (PBS), BSA
(Bovine Serum Albumin) e azida sodica.

Substrato-cromogénico AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) em N, N-dimetilformamida
(DMF) e tampédo de acetato, pH 5,0, contando peroxido de hidrogénio, estabilizadores,
intensificadores e agente antimicrobiano.

Hematoxilina de Mayer.

Controle positivo — fragmento de pulmao suino com leséo contendo Mhyo.

Controle negativo — fragmento de pulmdo normal de suinos livres de patogenos
especificos (SPF).

92



1964
1965

1966
1967
1968
1969
1970
1971
1972
1973
1974
1975
1976
1977
1978
1979
1980
1981
1982

ANEXO C

Softwares

. Blast The Basic Local Alignment Search Tool

(http://blast.nchi.nlm,nih.gov/Blast.cqi)

. BioEdit software versdo 7.2.6.1.

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

IBM corp. IBM SPSS Statistics for Windows 2012.
(https://www.ibm.com/br-pt/analytics/spss-statistics-software)

. MEGA versao 6.0

(https://www.megasoftware.net)

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/); (http://lucy.sourceforge.net)

. Qualidade, andlise e montagem das sequéncias — Phred, Lucy e CAP3
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