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RESUMO

A parvovirose suina esta mundialmente distribuida tornando-se responsavel por
expressivas perdas econdmicas devido aos problemas reprodutivos. O presente trabalho
teve como objetivo realizar a padronizacdo da PCR em tempo real (qPCR) utilizando
sonda TagqMan para detecc¢éo e quantificacdo de parvovirus suino 1 (PPV1) em amostras
de soro, baseado na regido do gene NS1. A especificidade, sensibilidade,
reprodutibilidade e quantificacdo da qPCR foram avaliadas e a casuistica foi comparada
com a nested PCR (nPCR). A curva padrdo da qPCR apresentou linearidade de 6 x 10°
copias gendmicas/mL (gce/mL) a 2 x 10° gce/mL, com um coeficiente de correlagdo
(R% de 0,98. No teste de especificidade, a qPCR né&o apresentou valores de Cycle
threshold (Ct) nos patégenos do grupo de exclusdo (circovirus suino tipo 2, parvovirus
canino, virus da panleucopenia felina, , Erisipela e Leptospirose). Todas as cepas de
PPV1 testadas apresentaram fluorescéncia, demonstrando uma especificidade de 100%.
Comparando as duas técnicas, 11 amostras foram positivas em ambos o0s testes e a
nPCR detectou quatro amostras a mais do que a gPCR. A concordancia, sensibilidade e
especificidade entre as técnicas foi de 98%, 73% e 100%, respectivamente. Portanto, a
nPCR apresentou maior sensibilidade, no entanto, a gPCR podera ser utilizada no
diagnostico e quantificacdo de PPV1, podendo auxiliar em estudos de viremia,
epidemiologia e monitoramento do virus nas granjas. No segundo estudo, foi realizada a
deteccdo por PCR de circovirus suino tipo 2 (PCV2), PPV1, parvovirus suino tipo 2,
torque teno virus suino 1 e 2 (TTV1 e TTV2) e hokovirus suino (PHoV) em pools de
orgados (linfonodos, pulmdes, figado, baco e rim) de leitbes apresentando a Sidrome
Multissistémica do Definhamento Suino (PMWS). Todas as amostras foram PCR
positivas para PCV2 e os outros virus foram detectados em todos os rebanhos, com
excecdo do TTV1. As amostras também foram positivas na PCR para PPV1 (81,6%),
PPV2 (73,7%), TTV1 (5,3%), TTV2 (86,8%) e PHoV (55,3%). Os resultados indicam
que leitdes com PMWS e infectados com PCV2 apresentaram co-infec¢bes com outras
espécies de parvovirus e anelovirus, que podem estar envolvidos na apresentacdo da
PMWS. Devido as poucas informacgdes sobre a variabilidade genética do PHoV, oito
fragmentos sobrepostos da regido VP1/VP2 de quatro amostras foram amplificados e
sequenciados. Na analise filogenética, as amostras brasileiras de PHoV apresentaram-se
mais estreitamente relacionadas as amostras européias. O presente trabalho relata a



primeira deteccdo de PPV2 e PHoV em co-infecgdes com PCV2 e a primeira
caracterizagdo genética de amostras de PHoV no Brasil.
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ABSTRACT

Porcine parvovirus 1 (PPV1) has worldwide distribution and causes an
important reproductive losses. The present dissertation was performed to develop a
real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) using a TagMan probe based on
NS1 gene to detect and quantify PPV1 in serum samples. The specificity, sensitivity,
reproducibility and quantitative range of the real time PCR were evaluated and
compared with conventional nested PCR (nPCR). The standard curve of real-time PCR
was linear ranging from 6 x 10° genome copies equivalent/mL (gce/mL) to 2 x 10°
gce/mL with a square of the correlation coefficient (R? value) of 0.98. No cross-
reactivity was detected with closely related parvovirus or with viruses that causes
similar symptoms and all PPV1 strains showed fluorescence in the assay. Comparing
these techniques, 11 samples were positive in both tests and nPCR detected four
additional samples. The concordance, sensitivity and specificity between the techniques
were 98%, 73% and 100%, respectively. In conclusion, nPCR showed more sensitivity,
however, real-time PCR could be a useful tool for diagnosis and quantification of PPV1
in serum samples and can be used for viremia studies, epidemiology and monitoring
PPV1 infection in swine herds. The second study was performed in order to detect
porcine circovirus 2 (PCV2), PPV1, porcine parvovirus 2, torque teno virus 1 and 2
(TTV1 and TTV2) and porcine hokovirus (PHoV) in different pooled tissues (lymph
nodes, lungs, liver, spleen and kidneys) of piglets displaying Postweaning multisystemic
wasting syndrome (PMWS) by PCR. All the samples were PCR positive for PCV2 and
the other viruses were detected in all herds, with the exception of TTV1. The samples
were positive for TTV2 (86.8%), PPV1 (81.6%), PPV2 (73.7%), PHoV (55.3%) and
TTV1 (5.3%). These results showed that piglets displaying PMWS and infected with
PCV2 presented co-infections with other virus, which could be involved in the
syndrome. Since there are few data about genetic variability of PHoV, eight
overlapping fragments of VP1/VP2 region of PHoV were amplified and. In phylogenetic
analysis, Brazilian PHoV sequences were more closely related to European sequences.
The results indicate that piglets displaying PMWS are PCV2 infected and can be co-

infected with different parvovirus and circovirus species.
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1. INTRODUCAO

A suinocultura mundial vem crescendo a cada ano em VAarios paises,
representando uma importante atividade econémica. Os Estados Unidos, a Uniéo
Européia, o Canad4, o Brasil e a China sdo responsaveis por 96% das exportaces
mundiais e 0 nosso Pais é o quarto maior produtor e exportador de carne suina. Em
2010, o Brasil totalizou com a exportacdo de 504.889 mil toneladas de carne suina
obtendo uma receita de US$ 1,25 bilhdo de délares (ABIPECS, 2010). Neste contexto,
0 cuidado com a sanidade e medidas de manejo nas criagdes comerciais sdo fatores
fundamentais para manter a competitividade no mercado mundial. Atualmente, as
principais doencgas que acometem o0s rebanhos suinos sdo problemas freqlientes que
afetam o desempenho dos animais e causam prejuizos na producdo (ROEHE et al.,
2007). Assim, é importante realizar o diagndstico eficiente e controle das doengas
causadas por viroses ou por outros agentes patogénicos que atuam
concomitantemente, pois representam um elevado risco para a producédo de suinos.

A parvovirose suina tem ocorréncia mundial e é uma das principais doencas que
causam perdas reprodutivas ocasionando altos indices de retorno ao cio, atraso na data
de paricdo, fetos mumificados, natimortos e leitegadas fracas (MENGELING e
CUTLIP, 1976). O parvovirus suino 1 (PPV1) infecta todas as categorias de suinos, no
entanto, as reprodutoras suinas nuliparas, ndo imunes, apresentam maior
suscetibilidade a infec¢do pelo virus. Além disso, o PPV1 vem ganhando importancia,
pois esta relacionado com outros virus imunodepressores emergentes na suinocultura
mundial, como o circovirus suino tipo 2 (PCV2). Como o PCV2 afeta o sistema
imune, pode facilitar a co-infeccdo com outros patégenos, como o PPV1, que em
infeccbes concomitantes com PCV2 aumentam a severidade das lesbes (KENNEDY
et al., 2000; ELLIS et al., 2004).

O diagnédstico de PPV1 tem um papel importante para o monitoramento e
controle da doenca, podendo ser realizado a partir de amostras de fetos mumificados,
restos fetais, tecidos necroticos, soro das fémeas e dos leitbes natimortos (MURPHY,
1999). Com os avangos da biologia molecular, a PCR é um método bastante utilizado
para deteccdo de acidos nucléicos do virus (MOLITOR et al., 1991), a partir de
amostras de tecidos e soros de animais infectados com PPV1 (SOARES et al., 1999). Ja
a PCR em tempo real (QPCR) é uma eficiente ferramenta para a quantificacdo de PPV1

em diversos materiais bioldgicos apresentando resultados rapidos e precisos. A
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utilizacdo da sonda TagMan® para deteccéo e quantificacdo de PPV1 em tecidos e soro,
apresenta melhores resultados em relacdo a PCR convencional (CHEN et al., 2009;
SONG et al., 2010). Uma vez que a carga viral pode estar relacionada com os problemas
associados ao PPV1, a utilizacdo da qPCR torna-se uma ferramenta rapida e precisa

para o melhor entendimento da doenga.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histoérico

No final dos anos 60, os problemas reprodutivos comegaram a ser relacionados
aos agentes virais, como o0 virus da peste suina classica (CSFV), o enterovirus suino e o
virus da Doenca de Aujeszky (GORDON e LUKE, 1955; DUNNE et al., 1970;
YOUNG et al., 1995). O PPV1 foi isolado pela primeira vez por Cartwrigth e Huck
(1967) a partir de abortamentos e associado a falhas reprodutivas. Apos este primeiro
achado, o PPV1 foi encontrado em diversos paises, observando sua disseminagédo
mundial e tornando-se um dos principais agentes responsaveis por expressivas perdas
econdmicas resultantes dos problemas reprodutivos (JOHNSON e COLLINGS, 1969;
GENOV et al., 1971; COACKEY e SMITH, 1972; MENGELING, 1972; MORIMOTO
et al., 1972; JOHNSON, 1973; BACHMANN et al., 1975; THACKER e GONZALEZ,
1988; MENGELING et al., 2000; ORAVAINEN et al., 2005).

A familia Parvoviridae é composta por duas subfamilias: Parvovirinae que
agrupa os parvovirus que infectam vertebrados e Densovirinae que infectam insetos. A
subfamilia Parvovirinae é composta por cinco géneros: Parvovirus, Erythrovirus,
Dependovirus, Amdovirus e Bocavirus. Segundo o Comité Internacional de Taxonomia
Viral (International Committee on Taxonomy of Viruses - ICTV, 2009), o0 nome
parvovirus origina-se do latim e parvus significa pequeno (ANDREWS, 1970). O
género Parvovirus foi primeiramente descrito por Kilham e Olivier (1959). Esse género
esta representado por 12 espécies que estao associadas a doengas de animais vertebrados
como: parvovirus de galinha (ChPV), parvovirus de camundongos 1, parvovirus H-1,
parvovirus HB, parvovirus Kilham de ratos, parvovirus lapino X, parvovirus RT, virus
Lulll, virus da panleucopenia felina (FPLV), virus minuto dos camundongos, virus
tumoral X e parvovirus suino (PPV), (ICTV, 2009). O parvovirus canino 2 (CPV-2)
surgiu nos anos 1970 a partir do FLPV e disseminou-se rapidamente e hoje em dia é um
dos principais agentes infecciosos em cdes (APPEL et al., 1979). O género Bocavirus €
composto por duas espécies: virus minuto canino (CnMV) e parvovirus bovino. O
género Erythrovirus possui quatro espécies, sendo que o parvovirus humano B19 tem

importancia na medicina. O género Amdovirus compde somente uma espécie, a Aleutian
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mink disease virus. E o género Dependovirus é composto de 12 espécies, sendo que a
maioria deles é de virus adeno-associados.

Em 2001, Hijisaka et al. identificaram acidentalmente uma nova sequéncia de
parvovirus no soro de suinos em Myanmar, na tentativa de amplificar o virus da hepatite
E. Esta nova sequéncia esta filogeneticamente distante do PPV1 e propuseram uma
nova espécie, o parvovirus suino 2 (PPV2). Em 2005, um novo parvovirus humano
(bocavirus humano), pertencente ao género Bocavirus foi identificado e encontrado em
criancas em varias partes do mundo, relacionado com doencas respiratorias e
gastroenterites (ALLANDER et al., 2005; SLOOTS et al., 2006; LAU et al., 2007a).
Recentemente, foi identificado um novo parvovirus em suinos (porcine boca-like virus),
estritamente relacionado aos Bocavirus (BLOMSTROM et al., 2009; CHEUNG et al.,
2010; CHENG et al., 2010;) sendo detectado recentemente em granjas suinicolas
chinesas (HUANG et al., 2010). Jones et al. (2005), identificaram um novo virus, 0
parvovirus humano 4 (PARV4) no plasma de pacientes que apresentavam infecgdo
viral aguda e usuarios de drogas injetaveis. Em 2008, Lau et al., propds um novo género
de parvovirus, denominado hokovirus, do qual dois novos virus, hokovirus suino
(PHoV) e hokovirus bovino (BHoV) demonstraram estrita relacdo genética com o
PARV4 de humanos e filogeneticamente distantes do PPV1. No entanto, sdo
necessarios mais estudos para que o papel epidemioldgico e patogénico desses novos

parvovirus seja mais claramente elucidado.

2.2 Caracterizacdo do virus

Os parvovirus sdo considerados um dos menores virus DNA de animais (18 a

26nm de didmetro), com peso molecular de 55 a 6,2 x106 daltons com
aproximadamente metade do peso divido em sua massa protéica e outra composta por
Seu genoma, possui simetria icosaédrica, morfologia esférica, é desprovido de envelope
e possui uma densidade entre 1,39 e 1,42 glcm® em gradiente de cloreto de césio
(FIGURAS 1 e 2) (TINSLEY e LONGWORTH, 1973; HORWITZ, 1996;
MUZYCZKA e BERNS, 2001). Os parvovirus possuem propriedade hemaglutinante, ja
gue tém a capacidade de ligar-se a receptores especificos das hemécias de determinadas
especies (MENGELING, 1972; HORWITZ, 1996). Devido a sua estrutura simples, séo
virus extremamente resistentes a inativacéo, resistindo a grandes alteracdes de pH, entre
3,0 e 9,0, e de temperatura, como 56°C por 60 minutos, (HORWITZ, 1996). Para a
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inativacdo do virus, pode ser utilizado hipoclorito, formalina, B-propriolactona,
hidroxilamina e agentes oxidantes (BROWN, 1981). Em um estudo recente, foi
analisada a eficacia de desinfeccdo de PPV1 comparando com outros virus de
referéncia, como: virus minuto de camundongo, poliovirus, adenovirus tipo 5 e virus da
vaccinia, sendo que o PPV1 demonstrou-se o0 virus mais resistente a desinfeccdo,
requerendo a exposi¢do de até 25000 ppm de hipoclorito de sddio por 10 minutos para
sua completa inativacdo e uma alta resisténcia a temperaturas de 70 - 90°C. O etanol
70% teve pouco efeito de inativacdo sobre o PPV1 (ETERPI et al., 2009).

Esta alta capacidade de resisténcia e presenca ubiqua no ambiente torna o PPV1
um importante contaminante em laboratérios, em produtos farmacéuticos derivados de
suinos, em transplantes e um resistente virus de animais e humanos (MENGELING,
1999; SOUCIE et al., 2000).

Figura 1. Representacdo da estrutura do capsideo do PPV1 em 3D. Fonte: (Simpson et
al., 2002)
Protein Data Base. (http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1K3V).


http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=1K3V
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Figura 2. Microscopia eletronica do FPLV. Disponivel em:

http://www.ictvdb.org/Wintkey/Images/em_parvo.htm

2.3 Organizacao génica e replicacdo

O genoma do PPV1 é composto por uma fita simples de DNA de
aproximadamente 5,0 Kb (Kilobases), com duas grandes fases abertas de leitura (ORF).
A ORF1 esta localizada na metade esquerda do genoma (5°) e codifica as trés proteinas
ndo-estruturais (non structural — NS), NS-1, NS-2 e NS-3, as quais estdo relacionadas a
replicacdo viral e controle da expressdo génica. Os genes NS-1 e NS-2 sdo altamente
conservados na familia dos parvovirus e possui atividade de helicase, importante na
replicacdo e empacotamento viral, podendo ainda induzir lise celular e apoptose
(NUESCH et al., 1995; RAYET et al., 1998; MUZYCZKA e BERNS, 2001,
DAEFFLER et al., 2003). A funcdo da proteina NS-3 ainda ndo é conhecida, mas,
acredita-se que pode estar envolvida na replicagdo viral. A ORF2 est4 na metade direita
do genoma (3’) e codifica trés proteinas estruturais do capsideo (viral protein — VP),
VP-1, VP-2 e VP-3, responsaveis pela estrutura do capsideo e adsor¢do do virus na
célula hospedeira (RANZ et al., 1989; BERGERON et al., 1993) (FIGURA 3). As
proteinas VP1 e VP2 apresentam uma mesma regido genémica, assim possuem uma
seqliéncia compartilhada de aminodacidos, a excecdo de alguns aminodcidos adicionais
na extremidade N-terminal da VP1 (PARADISO, 1981). A proteina VP3 ndo apresenta
regido codificante propria no genoma e, aparentemente, € composta por clivagem
proteolitica da VP2 (HORWITZ, 1996; MURPHY et al., 1999). As particulas virais
consistem de um total de 60 cépias das trés proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3


http://www.ictvdb.org/WIntkey/Images/em_parvo.htm
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(TSAO et al., 1991). O capsideo icosaédrico é configurado pelas proteinas VP, das
quais conferem alta estabilidade, determinam as caracteristicas imunogénicas e possuem
funcBes importantes no reconhecimento e ligacdo a receptores celulares (BLOOM et al.,
2001; LANGEVELD et al., 1993). A substituicdo de poucos aminoacidos na proteina
VP2 do capsideo viral pode ser responsavel pela diferenca na patogenicidade entre as
cepas (BERGERON et al., 1993; TIJSSEN et al., 1995; BERGERON et al. 1996;
SIMPSON et al., 2002). Além disso, foi comparada a estrutura da cepa viral NADL-2
com outros parvovirus relacionados (CPV, FPLV e MVM), demonstrando que 0s
capsideos virais do PPV1, CPV, FPLV e MVM s&o estreitamente similares (SIMPSON
et al., 2002).

Nos parvovirus autbnomos, o genoma € organizado dentro de duas unidades de
transcricdo sobrepostas (CLEMENS e PINTEL, 1988). Estes virus sdo considerados
hospedeiro-especificos. Inicialmente, o ciclo de replicacdo dos parvovirus ocorre devido
ao reconhecimento e ligacdo dos virions a receptores celulares. Os receptores celulares
variam de acordo com cada parvovirus, pois sdo especificos de cada hospedeiro, isso
determina o tropismo tecidual e pode influenciar a via endocitica da replicacdo. Dentre
os receptores celulares dos parvovirus, destacam-se uma variedade de glicoproteinas,
glicanos e glicolipideos (HARBISON et al., 2008). O receptor utilizado pelos FPLV e
CPV ¢ o receptor da transferrina (TfR), que é expresso em células em divisdo e sdo
dependentes de transferrina para a sua replicacdo (PALERMO et al., 2003; HARBISON
et al.,, 2009) Ja o BPV e alguns AAVs utilizam sialoglicoproteinas como receptores,
ligando-se ao &cido sidlico. Um estudo recente realizado por Boisvert et al. (2010)
demonstrou que apos a ligacdo do virus ao acido sialico na glicoproteina de superficie
da celula, o PPV1 utiliza tanto a via endocitica mediada por clatrina como a via
macropinocitose para obter acesso a célula. No entanto, ainda existem poucos estudos
sobre os receptores envolvidos na entrada do PPV1 na célula. Apés a ligagdo do virus
com o receptor, 0s virions sao transportados rapidamente até as proximidades do nucleo,
onde ocorre uma reducédo de pH no interior dos endossomos (SEISENBERGER et al.,
2001; DING et al., 2005). Com isso, ocorre a alteracdo da conformacéo das proteinas do
capsideo expondo a regido amino-terminal da VVP1, clivagem da regido amino-terminal
da VP2 (VIHINEN-RANTA et al., 2002; FARR et al., 2005; MANI et al., 2006). Em
alguns virus como o CPV-2, foi observado que o virus consegue escapar do endossomo
sem haver acidificacdo (HARBISON et al., 2008). O mecanismo de escape € realizado

pela regido VP1, que expressa uma enzima lipolitica, a fosfolipase A2 (PLA2) que esta
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envolvida no escape endossomal, favorecendo alteracGes na curvatura da membrana dos
endossomos e a formacdo de poros (ZADORI et al., 2001; GIROD et al., 2002;
BLEKER et al.,2005; GRIEGER et al., 2007). O transporte dos virus até o nucleo é
mediado por microtubulos celulares em direcdo ao centro de organizacdo de
microtubulos, localizado na regido perinuclear (VIHINEN-RANTA et al., 2000;
HIROSUE et al., 2007). Teoricamente, os capsideos dos parvovirus com diametro de 26
nm conseguem passar através do complexo de poros do nucleo (NPC) de forma passiva
e mantendo o virus intacto (HARBISON et al., 2008). Entretanto, um estudo realizado
com o bloqueio dos poros nucleares sugere que pode haver uma via alternativa da
entrada dos virus no nucleo (COHEN et al., 2006). O mecanismo dos parvovirus para
desnudamento e entrega do genoma ainda nédo foi claramente descrito. Entre as teorias,
estd o estacionamento do capsideo nos NPCs, seguida de uma simples extrusdo do DNA
viral do capsideo dentro do nucleo (VIHINEN-RANTA et al., 2000; MANI et al.,
2006). Apds a entrada dos &cidos nucléicos no nucleo, a replicacdo viral é altamente
dependente da “maquinaria” da célula, por isso ocorre durante a fase “S” celular.
(RHODE, 1973; SIEGL, 1990; MURPHY, 1999), o que explica o tropismo dos
parvovirus por tecidos em altas taxas de mitose. O processo de replicagdo dos
parvovirus esta baseado nas extremidades palindrémicas de genoma, que formam um
“grampo de cabelo”, denominado Rolling Hairpin Model (TATTERSALL e WARD,
1976). A primeira etapa de replicacdo € a sintese da fita de DNA complementar para
formar o DNA fita dupla. Esta molécula fita dupla pode ser utilizada como molde pela
RNA polimerase Il para a producdo dos mRNAs, na transcrigdo. Os transcritos gerados
por splicing serdo traduzidos nas proteinas ndo-estruturais NS1 e NS2. Assim como
outros transcritos codificardo as VP1 e VP2/VP3. A polimerizacdo produz uma cépia
linear dupla que corresponderia a quatro copias do genoma viral (duas de polaridade
positiva e duas negativas). Essa macromolécula composta por maultiplas cépias do
genoma € clivada pela atividade de endonuclease da NS1. Desta forma, as moléculas
sdo encapsidadas e liberados os virions (MURPHY/, 1999).

A replicacdo do género Dependovirus (adeno-associados - AAV) ndo sera
abordada devido a esses virus geralmente necessitarem de uma associagdo com
adenovirus ou herpesvirus para poderem replicar (CASTO et al., 1967, BAUER e
MONREAL, 1986). Entdo, sera abordada somente a replicacdo dos parvovirus

autbnomos, 0s quais possuem grande importancia médica e veterinaria.



19

SN e

NS1, NS2, NS3 VP1

- VP2/VP3
+ . \
cesesaasaain > - e
. + I - | .
/ AN
’ ~  Proteinas
— : L do capsideo

—_— Proteinas ’

nao-estruturais

Figura 3. Representagao da organizacao génica do PPV1 demonstrando as duas grandes
ORFs. A esquerda, a NS que codifica as proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2 e NS3) e,
a direita, a VP que codifica as proteinas estruturais do capsideo viral (VP1, VP2/VP3).

2.4 Epidemiologia

A parvovirose suina estd amplamente distribuida tanto na populacdo suina
doméstica como na silvestre, as granjas raramente apresentam-se livres do PPV1
(ROIC, et al., 2005; RUIZ-FONS et al., 2006; MONTAGNARO et al., 2010).
Inquéritos sorologicos indicam que, no Brasil, o PPV1 apresenta alta soroprevaléncia
em granjas comerciais, demonstrando que o virus esta presente no plantel de suinos ha
pelo menos duas décadas causando perdas reprodutivas (MARTINS et al., 1984;
BERSANO et al.,, 1993; RODRIGUEZ et al.,, 2003). O PPV1 tem a capacidade de
resistir no ambiente em condicGes adversas contribuindo para uma ampla distribuicéo
tornando-se um problema para desinfeccdo das instalagbes das granjas (BROWN, 1981,
MORAES e COSTA, 2007).

A transmissdo do PPV1 no plantel pode ocorrer através de contato oronasal
direto com animais infectados ou indireto através de suas secrecdes e excre¢des, assim
sendo importantes fontes de disseminacao: o sémen, fetos e envoltérios fetais (GRADIL
et al., 1990; MENGELING, 1999). Acredita-se que a transmissédo horizontal ocorre
diretamente pelo contato entre os animais agudamente infectados e 0s que nunca
tiveram contato com o virus, através da ingestdo ou inalacdo de virus do ambiente. Um

estudo demonstrou que instalaces anteriormente habitadas por animais com infecgédo
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aguda de PPV1, contaminaram animais sem contato prévio com o virus, pois 0 PPV1
permaneceu nas instalagbes por até quatro meses fora do seu hospedeiro
(MENGELING, 1999).

O PPV1 pode infectar todas as categorias de suinos, no entanto, as fémeas
nuliparas sdo a categoria mais suscetivel & infeccdo pelo virus seguida de problemas
reprodutivos devido aos baixos titulos de anticorpos contra o virus (ORAVAINEN et
al., 2005). Com isso, as fémeas nuliparas podem ficar desprotegidas tanto pela auséncia
de anticorpos maternos quanto pela neutralizacdo do antigeno vacinal ocasionada pelos
anticorpos maternos. Ja as fémeas multiparas desenvolvem imunidade ativa & medida
gue 0 nimero de partos aumenta e o contato com o agente viral também €é maior,
consequentemente, ficam mais protegidas e apresentam menos problemas reprodutivos
relacionados com o PPV1 (TOO e LOVE, 1986; MENGELING, 2000; ROEHE et al.,
2007).

Os machos reprodutores podem ser considerados importantes transmissores de
virus durante infecgdes agudas, pois 0 patdgeno é excretado por varias vias, inclusive
através do sémen, tanto na forma experimental quanto natural (MCADARAGH e
ANDERSON, 1975; GRADIL et al., 1990). Inoculagfes experimentais de PPV1 em
machos reprodutores e posterior isolamento viral a partir de 6rgdos (testiculos e
linfonodos escrotais) demonstraram que os machos séo fontes de disseminacéo do virus
(LUCAS et al., 1974; MENGELING et al., 2000; GUERIN e POZZI, 2005). Muitos
virus tém sido detectados no sémen e o PPV1 é um dos importantes patdgenos que pode
ser disseminado através da inseminacdo artificial, no entanto ainda ndo esta claro o
papel da transmissdo de PPV1 através do sémen e as desordens reprodutivas (KIM et
al.,2003a; GUERIN e POZZI, 2005).

O PPV1 também pode ser encontrado em outras especies, como em javalis (Sus
scrofa). Em estudos soroldgicos foram detectados anticorpos contra o PPV1,
demonstrando que esses animais ja tiveram contato com o virus (NEW et al., 1994;
VICENTE et al., 2002; VENGUST et al., 2006; FENATI et al, 2009; MONTAGNARO
et al., 2010). Recentemente, foi confirmada a presenca do PPV1 em um surto de
abortamentos em javalis pelas técnicas: isolamento viral, sorologia, microscopia
eletrénica e PCR. Com o virus isolado, foram realizadas inoculagGes experimentais em
fémeas, das quais apresentaram abortamento, no entanto, ainda ndo se sabem o0s

mecanismos que envolvem PPV1 em abortamentos (ZHANG et al., 2010).
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2.5 Patogenia

A cepa de PPV1 de baixa patogenicidade (NADL-2) causa uma viremia
limitada, ndo ultrapassa a barreira transplacentaria e ¢ amplamente utilizada para
producgdo de vacinas (MENGELING et al., 1979; PAUL e MENGELING., 1984). Ao
contrario, a cepa Kresse é altamente patogénica, tem a capacidade de matar, até mesmo
fetos imunocompetentes e também pode estar associada a dermatites em leitdes. Esta
cepa foi isolada por Kresse et al. (1985), a partir de um caso clinico com lesBes graves,
nas quais o virus foi detectado em varios 6rgdos viscerais e também do cérebro, pele e
soro. Assim, a patogenia do PPV1 varia conforme as cepas, ou seja, as mutacfes de
aminoacidos na proteina VP2 do capsideo viral podem gerar cepas com diferencas na
patogenicidade (BERGERON et al., 1993; BERGERON et al., 1996; SIMPSON et al.,
2002).

A patogenia estd principalmente relacionada com a infeccdo transplacentaria,
mas ainda ndo se sabe certamente como o PPV1 ultrapassa a barreira placentaria
composta por seis camadas de tecido que separa a circulacdo materna da circulagéo fetal
(Figura 4) (RUDEK e KWIATKOWSKA, 1983) Como o0s anticorpos nédo ultrapassam
essa barreira e ndo ha evidencias de que o virus consiga replicar em todas essas seis
camadas de tecidos, existe a possibilidade de que o PPV1 passe da mée para o feto
através de fluidos sanguineos ou linfaticos, células, como linfocitos e macréfagos, ou
por replicacdo progressiva através dos tecidos que isolam o feto (MENGELING et al.,
2000).
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Figura 4 — Seis camadas da barreira transplacentaria que separam a circulacdo fetal e
maternal. Fonte - (Adaptado de MENGELING et al., 2000).

Figura 5 - Leitegada com natimortos e fetos mumificados de diferentes tamanhos. A
figura demonstra as falhas reprodutivas causadas por PPV1, a esquerda os leitdes
natimortos e com autdlise e a direita os fetos mumificados. Fonte - Danielle Gava
(2008).
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Como os suinos possuem placenta epitélio-corial, o trofoderma fetal encontra-se
em contato direto com o epitélio uterino formando microvilos interdigitados e
resultando em uma area para a difusdo de substancias (MIGLINO et al., 2001). As
camadas placentarias sdo formadas por células que ndo permitem a passagem de
pequenas moléculas, como anticorpos, devido as suas jungdes celulares (WILHELM et
al., 2005). Desta forma, o PPV1 ndo conseguiria ultrapassar esta barreira
transplacentaria sem algum fator que propiciasse essa passagem. Segundo Vallet e
Freking (2007), a placenta pode sofrer um alargamento nas juncdes celulares em fetos
no inicio de seu desenvolvimento, aumentando o fluxo de nutrientes e moléculas, o que
poderia facilitar a passagem do virus. Estudos relatam que o virus fagocitado por
monocitos periféricos pode permanecer por longos periodos nessas células (PAUL et
al., 1979; KRAKOWKA et al., 2000). Assim, os tecidos fetais ou embrionarios tornam-
se um ambiente favoravel para a replicacdo do PPV1 devido a sua alta taxa de mitose.

Se as fémeas sdo expostas pela primeira vez ao PPV1 até os 30 dias de gestagéo,
tém uma grande possibilidade de ocorrer infeccdo transplacentaria acarretando morte
embrionaria, reabsorcdo dos embrides e retorno ao cio. Se, neste periodo, alguns
embrides sobreviverem a infecgdo, havera reducdo do tamanho da leitegada, leitdes
fracos e com peso baixo (MENGELING e CUTLIP, 1976; SORENSEN e ASKAA,
1981a; NIELSEN et al., 1991).

Se a infeccdo ocorrer ap0os os 30 dias de gestacéo, ja havera deposicéo de célcio
nos 0ssos fetais. Nesta etapa, a infeccdo pelo PPV1 igualmente ocasiona a morte do
feto, mas a reabsorcdo é impedida devido & formacdo do esqueleto, resultando na
mumificagdo fetal (JOHNSON e COLLINGS, 1971; BACHMANN et al., 1975). A
partir dos 70 dias de gestacdo, o feto torna-se imunocompetente (MENGELING e
CUTLIP, 1976; LENGHAUS et al., 1978). Assim, os leitbes podem proteger-se do
virus durante, pelo menos, o inicio do periodo po6s-natal. No entanto, 0 nimero médio
de fetos com infec¢do transplacentéria por ninhada pode ser maior quando a infeccéo é
mais tardia na gestacdo, devido ao aumento da area de contato entre a placenta materna
e fetal e 0 aumento do fluxo sanguineo para o Gtero (MENGELING e CUTLIP, 1976).

As principais manifestacGes clinicas observadas pela infeccdo pelo PPV1
caracterizam-se por morte embrionéria com reabsor¢éo, retorno ao estro, baixo nimero
de leitdes ao parto, fetos mumificados e natimortos (GILLICK, 1970; DONALDSON-
WOOD et al., 1976, MENGELING et al. 1991; MENGELING, 1999) (Figura 5).

Apesar da parvovirose se apresentar de forma subclinica em animais ndo-prenhes, o
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PPV1 tém sido relacionado a lesdes cutaneas em leitdes, (KRESSE et al., 1985; LAGER
e MENGELING, 1994), nefrite intersticial em animais de terminagdo (DROLET et al.,
2002) e miocardite ndo-supurativa em leitdes em lactacdo (BOLT et al., 1997). As
lesbes macroscopicas em embrides sdo a morte embrionaria seguida da reabsorcéo de
fluidos e tecidos moles. As lesbes microscopicas apresentam-se na forma de necrose e
dano vascular. No feto, as lesdes macroscopicas apresentam-se como perda de condicdo
corporal, edema, hemorragia, acimulo de liquido sanguinolento em cavidades corpdreas
e desidratacao dos tecidos levando a mumificacdo (MENGELING, 1999). Ja suas lesdes
microscopicas consistem em necrose celular em diversos tecidos, inflamacdo e
infiltracdo de células mononucleares (JOO et al., 1977; LENGHAUS, 1978).

Uma anélise da distribuicdo de PPV1 em diferentes tecidos fetais demonstrou
que o virus esta presente no intestino, figado, timo, gbnadas, cérebro, coracdo, rim, bago
e pulmdo. Também foi observado que as cepas de PPV1 mais virulentas apresentam
maior concentracdo e maior difusdo entre os tecidos, porém sem maiores predilecdes
definidas por determinados tecidos (ORAVEERAKUL et al., 1993; WILHELM et al.,
2005). No Brasil, um estudo realizado demonstrou uma maior incidéncia de PPV1 no
pulmdo e coragdo de fetos mumificados, através da deteccdo por PCR (WOLF et al.,
2008). Em uma analise da carga viral por PCR em tempo real e distribuicdo do PPV1
em oOrgdos de fémeas e fetos artificialmente inoculados, o virus foi encontrado
principalmente no coracdo, pulmao, baco, rim e endométrio das fémeas e nos fetos

principalmente no coragéo, bago, pulmao e génadas (MIAO et al., 2009).

2.6 Imunidade

Em uma visdo geral, o sistema imune € constituido de mecanismos de defesa
especificos e inespecificos que geram uma resposta imunoldgica para combater agentes
“estranhos” ao individuo. Na imunidade inata (resposta inespecifica) existem as
barreiras fisicas, quimicas e microbiologicas para combater estes agentes. Essa interacdo
ocorre através de suas células de defesa (macrdfagos, células dendriticas e Natural
Killers — NK) quando entram em contato com o antigeno (TIZARD, 1985). Apo6s o
reconhecimento do antigeno, a imunidade adquirida gera uma resposta imune para
neutralizar e destruir esses antigenos. A imunidade adquirida (resposta especifica) é
constituida pela resposta imune humoral e celular. A resposta imune humoral, mediada

por plasmacitos derivados de linfécitos B, responsaveis pela producéo de anticorpos,
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atuam de forma eficiente na neutralizacdo dos antigenos e defesa do organismo. Em
suinos, foram descritas quatro classes de imunoglobulinas IgM, IgG, IgA e IgE - sendo
as trés primeiras mais conhecidas e importantes (BOURNE, 1976; BUTLER et al.
2009). A forma mais conhecida de defesa do sistema imune contra 0 PPV1 € através do
desenvolvimento de anticorpos especificos para o virus, a qual esta associada a altos
titulos de anticorpos contra PPV1, maiores que 256 quando mensurados por HI
(JOHNSON et al., 1976). Os titulos de anticorpos induzidos pelo PPV, alem de altos,
sdo duradouros, podendo ser utilizados para 0 monitoramento de rebanhos.

A resposta imune celular é mediada por linfocitos T auxiliares (T helper ou Th),
ou linfocitos T citotoxicos (T cytotoxic ou Tc). Os linfécitos T auxiliares,
fenotipicamente CD4+, auxiliam na producdo de citocinas para influenciar a
diferenciacéo de celulas como linfocitos B especificos para a acdo contra os antigenos.
Nesta resposta com linfocitos T auxiliares, o antigeno é processado e apresentado com
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC de classe I1) acoplados
na sua superficie. Os linfocitos T auxiliares podem apresentar-se como Thl que
facilitam uma resposta predominantemente celular, ou Th2, que facilitam uma resposta
predominantemente humoral (HIRSH e ZEE, 2003, TIZARD, 1985).

Os linfocitos T citotdxicos, fenotipicamente CD8+, causam uma resposta
citotoxica ao antigeno acoplado com moléculas do MHC de classe I. Esses mecanismos
imunologicos especificos contra as infec¢des viricas ocorrem apos a estimulacéo direta
ou indireta dos linfocitos T e B pelos antigenos virais e possuem como caracteristicas
principais: especificidade (cada célula reconhece apenas um determinante antigénico);
diversidade (capacidade de reconhecer uma grande variedade de antigenos) e memoria
imunoldgica (capacidade de produzir uma resposta qualitativa e quantitativamente
diferente em exposicdes subseqiientes a um determinado antigeno). Esses mecanismos
envolvidos na imunidade especifica (humoral e celular) sdo complementares e atuam
conjuntamente no combate as infec¢bes viricas. A importancia relativa desses
mecanismos, no entanto, varia entre os diferentes virus, de acordo com a sua biologia
(HIRSH e ZEE, 2003; FLORES, 2007).

A capacidade do virus de gerar lesGes estd intimamente ligada ao sistema
imunolégico do hospedeiro (ROTH, 1999, TIZARD, 2002). Como o PPV1 possui uma
estrutura simples (CHAPMANN e ROSSMANN, 1993) capaz de suportar alteracdes
extremas no meio ambiente (CARTWRIGHT et al., 1969; MENGELING, 1972;

MORIMOTO et al., 1972), possivelmente, o virus consiga escapar facilmente e
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sobrepujar o sistema imunoldgico do hospedeiro. Quando ja ocorreu uma prévia
exposicdo ao virus, o sistema imunoldgico ja possui uma resposta especifica para o
virus, na qual se houverem re-infeccGes, o hospedeiro ja tera uma defesa contra o virus
(LADEKJAR-MIKKELSEN e NIELSEN, 2002). Essa resposta é estimulada por
epitopos do antigeno que ligam-se a receptores especificos nos linfocitos T, através da
apresentacdo do antigeno pelo complexo de histocompatibilidade principal (MHC de
classe 1) (MORON et al., 2003). As células T citotoxicas (CD8+) reconhecem 0s
antigenos associados as moléculas de MHC de classe | e realizam a liberacdo de fatores
citotoxicos atuando no controle da infecgdo viral (RUEDA et al., 2004). A infecgdo por
PPV1 também pode direcionar uma resposta com linfocitos T auxiliares, como foi
descrito anteriormente. Entre as células mais eficientes para processamento do PPV1
estdo as células B, macrofagos e, por fim, as células dendriticas (MORON et al., 2002).

Devido a barreira transplacentaria nas suinas, ndo ocorre a passagem de
imunoglobulinas para o feto. Com isso, os leitdes nascem sem prote¢do e necessitam
adquirir imunidade passiva através do colostro da mde (SALMON, 1984; TIZARD,
1985). O colostro materno € constituido por imunoglobulinas, além de células de defesa,
como neutréfilos e macréfagos, que contribuem para a aquisicdo de imunidade pelos
leitbes recém-nascidos apds as primeiras mamadas (GASKINS e KELLEY, 1995;
SALMON, 1999).

2.7 Diagnostico

O diagnostico laboratorial tem grande importancia na investigacao e deteccdo de
doencas que afetam os plantéis. As perdas reprodutivas podem ocorrer por causas
variadas, sendo que, se a granja apresentar altos indices de retorno ao cio, atraso na data
de parigdo, fetos mumificados ou leitegadas com numero reduzido de leitdes, sdo
indicios de que pode ter ocorrido infec¢do por PPV1 (MURPHY, 1999). O diagnostico
de PPV1 pode ser realizado a partir de amostras de fetos mumificados, restos fetais,
tecidos necraticos, soro pareado das fémeas e soro de leitdes natimortos.

O isolamento viral € uma técnica classica de diagndstico que consiste na
replicacdo do virus em células permissiveis. Aléem de auxiliar na identificacdo, o
isolamento do virus a partir de material clinico permite que se obtenha o agente viavel
em maiores quantidades para ser utilizado em estudos posteriores. No entanto, é uma

técnica laboriosa e demanda bastante tempo de cultivo. O cultivo celular primério
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apresenta maior risco de contaminagdo ndo apresentando divisdo celular indefinida
como as linhagens celulares. As linhagens celulares provenientes de rim suino (PK15,
SK6 e ESK) e testiculo suino (ST e STE) vém sendo amplamente utilizadas com boa
sensibilidade para a replicacdo do PPV1 (MENGELING, 1972; MIRANDA et al., 1992;
ZIMMERMANN et al., 2006). Entretanto, muitas vezes as linhagens celulares néo séo
permissiveis aos virus, dificultando o isolamento viral (ROEHE et al., 2007). A
identificacdo do PPV1 no isolamento viral pode ser evidenciada nos efeitos citopaticos
(ECP) que o virus causa em determinadas células, como as inclusdes intranucleares,
nacleo picnético, irregularidade nos contornos, granulagdes, vacuolos citoplasmaticos,
diminuicdo na velocidade de replicacdo e morte celular (CARTWRIGHT e HUCK,
1967; MENGELING, 1972; MIRANDA et al., 1992).

Como os parvovirus tém a capacidade de hemaglutinar os eritrocitos de varias
espécies, técnicas baseadas nessa propriedade tém sido utilizadas desde a década de 70
(BRAILOVSKY, 1966). O teste de Hemaglutinagdo (HA) mensura a quantidade de
particulas virais hemaglutinantes e o teste de Inibicdo de Hemaglutinacdo (HI) mede o
titulo de anticorpos que o animal apresenta, sendo este, o teste sorolégico mais utilizado
para o diagnostico da parvovirose suina (JOO et al., 1976b; MENGELING et al., 2000).
Estas técnicas de diagndstico (HA e HI) apresentam um baixo custo, no entanto, quando
utilizado como ferramenta para avaliagdo do perfil soroldgico do plantel, torna-se uma
prova laboriosa, pois, para realizacdo do teste € necessario obter hemécias de cobaios,
galinhas, humanos ou ratos (CARTWRIGHT et al., 1969; FUJISAKI, 1975; JOO et al.,
1976b). Além disso, ndo existe padronizagdo internacional dos pardmetros como
temperatura de incubacdo, espécie, idade do doador de hemécias e tratamento prévio da
amostra, o que pode interferir na diversidade de resultados.

O diagndstico soroldgico de PPV1 com o emprego do enzyme-linked imuno-
sorbent assay (ELISA) vem sendo utilizado em vérios paises, pois, além de dispensar o
tratamento prévio das amostras, pode ser padronizado e automatizado, resultando em
alta reprodutibilidade e possibilidade de desenvolvimento de kits comerciais. O teste de
ELISA também pode ser utilizado para medir os titulos de anticorpos obtendo um perfil
soroldgico dos animais da granja, porém, como o virus esta amplamente disseminado no
ambiente, torna-se um diagnostico com resultados limitados (HOHDATSU, et al., 1988;
WESTENBRINK et al., 1989).

Com os avangos da biologia molecular, a PCR pode ser utilizada para detec¢éo

de &cidos nucléicos do virus (MOLITOR et al., 1991), a partir de amostras de tecidos e
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soros de animais infectados com PPV1. Estudos de deteccdo por PCR de amostras fetais
e de fémeas com perdas reprodutivas realizados com amostras provenientes dos Estados
de Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo, Minas Gerais e Goids demonstraram que a PCR é
10° vezes mais sensivel do que o teste HA na deteccdo do PPV1 (SOARES et al., 1999;
SOARES et al., 2003). Técnicas como Multiplex PCR, para deteccdo simultanea de
mais de um patdgeno, podem ser utilizadas para diagnéstico de PPV1 e patdgenos
associados (KIM et al., 2003a). Uma nova técnica, Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP), foi desenvolvida para deteccéo rapida e especifica de patdgenos
como PPV1 (CHEN et al., 2009). Outra técnica molecular é a gPCR, a qual possibilita
realizar a quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA de maneira precisa e com maior
reprodutibilidade, pois determina valores durante a fase exponencial da reacdo
(NOVAIS e PIRES-ALVES, 2004). Uma das vantagens desta técnica, além da
quantificacdo precisa de copias de DNA, é que ndo necessita do pos-processamento da
PCR (HOLLAND et al., 1991; WARRILOW et al., 2002). O desenvolvimento de uma
gPCR com SYBR Green | para deteccdo de amostras de campo de PPV1 com o gene
alvo VP2 demonstrou boa sensibilidade e especificidade (WILHELM et al., 2006). No
entanto, como 0 SYBR Green | é um intercalante de DNA, pode ser menos especifico
do que outras técnicas de qPCR que utilizam sondas. Além disso, com a melhoria e
otimizagdo dos métodos de ensaio e avaliacdo, a gqPCR agilizard muito o diagnostico
clinico (LEMMON e GARDNER, 2008). A técnica de gPCR utilizando molecular
beacons como sonda para deteccdo de virus suinos, inclusive PPV1, apresentou alta
especificidade para as diferentes virus em amostras clinicas como sangue total, soro e
tecidos, e uma boa sensibilidade comparada com a PCR convencional (MCKILLEN et
al., 2007). Recentemente, estudos realizados para a deteccdo e quantificacdo de PPV1,
utilizando esta técnica com o método com sonda TagMan®, demonstrou rapidez no
diagnostico e uma alta sensibilidade e especificidade (CHEN et al., 2009; SONG et al.,
2010). Essas técnicas que utilizam sondas especificas sdo ferramentas excelentes e
importantes para detec¢édo e quantificacdo de PPV1 e outros patdgenos relacionados, em
amostras de campo de suinos, possibilitando um diagnostico rapido e eficiente para o

estudo de doengas.
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2.8 Controle

Como ndo existe um tratamento para a doenca, a vacinacdo é um método de
controle especifico, seguro e eficaz que proporciona imunidade aos suinos frente a
parvovirose. Vacinas atenuadas tém sido desenvolvidas desde a década de 70, para a
prevencdo da doenca, evitando a ocorréncia de problemas clinicos (JOO e JOHNSON,
1977; MENGELING et al., 1979). No Brasil, as vacinas atenuadas ndo sao disponiveis
comercialmente. As primeiras vacinas inativadas contra PPV1 foram desenvolvidas na
década de 70 e 80 (SUZUKI e FUJISAKI, 1976; MENGELING et al., 1979;
WRATHALL et al., 1984; MOLITOR et al., 1985), as quais sdo eficazes e seguras
prevenindo a infeccdo intrauterina, sendo estas as mais utilizadas em todo o mundo
(THOMSON e PROZESKY, 1994). Posteriormente, a cepa NADL-2 passou a ser
amplamente utilizada para a elaboragdo da vacina inativada contra PPV1,
(MENGELING et al., 1980; PAUL e MENGELING, 1984; ZEEUW et al., 2007). No
entanto, estudos demonstraram elevadas taxas de mutagdo em parvovirus de carnivoros,
apresentando uma taxa de substituicio de 7,1 x 10 nucleotideos por sitio por ano,
podendo ser comparados as taxas de mutacdo de virus de RNA, surgindo controvérsias se
as vacinas utilizadas estavam protegendo contra as cepas circulantes (SIMPSON et al.,
2002; SHACKELTON et al., 2005; SHACKELTON et al., 2007; DUFFY et al., 2008).
Dessa forma, torna-se importante a caracterizacdo de cepas circulantes no plantel,
visando identificar os perfis genéticos do PPV1 e suas regides imunogénicas (SOARES
et al., 2003; ZIMMERMANN et al., 2006; SHANGJIN et al., 2009). Em um estudo
realizado por Jozwik et al., (2009), em isolados de campo de PPV1 diferentes
geneticamente e antigenicamente das cepas vacinais, foi levantada a questdo de se as
vacinas inativadas protegiam contra novas cepas de PPV1 altamente virulentas. Este
estudo revelou que os suinos vacinados ainda eliminavam o virus apos a infeccao,
sugerindo que o virus pode continuar a disseminar, mesmo em rebanhos imunizados
com a vacina.

Também é importante estudar a relacéo entre a carga viral de PPV1 e os titulos
de anticorpos no soro de suinas nuliparas antes e ap0s a vacinagdo para PPV1, para
avaliar se o titulo de anticorpos estd protegendo contra o PPV1 e qual a carga viral
presente no plantel. I1sso contribuiria para avaliar se o rebanho esta protegido contra o
virus e se existiria a necessidade de revacinacdo ou o desenvolvimento de novas

vacinas.
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Com os avangos da engenharia genética, vacinas recombinantes tém sido
desenvolvidas, podendo ser expressas em sistema baculovirus (MARANGA et al.,
2002; ANTONIS et al., 2006), em Lactobacillus casei (YIGANG e YIJING, 2008) ou
utilizando sistema virus-like particles (VLP) e também podem ser feitas vacina hibridas
como PPV1 e PCV2 (LO-MAN et al., 1998; PAN et al., 2008). Além disso, foi
realizado um estudo da expressdo da proteina do gene VP2 em células de E. coli, o qual
demonstrou que a purificacdo desta proteina fornecia recursos para estudos de
diagnostico e producdo de vacinas (QI e CUI, 2009). Apesar da tecnologia avancada
empregada nestes estudos, as vacinas inativadas continuam sendo largamente utilizadas
em razdo da sua maior margem de seguranca. No Brasil, somente as vacinas inativadas
sdo utilizadas comercialmente, podendo ser monovalentes ou polivalentes (combinada
com antigenos de outros virus e bactérias).

A vacinacgao contra parvovirose suina é recomendada para nuliparas pelo menos
30 dias antes da cobertura, em média aos 170-180 dias de idade, seguida de uma
segunda dose 15 dias apés. A revacinacao das fémeas deve ser feita em torno de 10 a 15
dias ap6s o parto. Os machos devem ser vacinados com a primeira dose cinco a seis
semanas antes de entrar para a reproducdo, com aplicacdo da segunda dose 15 a 20 dias
depois e revacinacao a cada seis meses (MENGELING, 1999; ROEHE et al., 2007).

2.9 Relagdo do PPV1 com outros virus

O PPV1 esta relacionado com outros virus emergentes na suinocultura mundial,
como o circovirus suino tipo 2 (PCV2) e o virus da sindrome reprodutiva e respiratoria
suina (PRRSV) (LYOO, et al., 2001; ELLIS et al., 2004). O PCV2 ¢ considerado o
principal patdgeno que afeta o sistema imune em suinos que ocasiona grandes prejuizos
a suinocultura mundial (USDA, 2000).

O PCV pertence a familia Circoviridae, género Circovirus, € um virus néo
envelopado, com simetria icosaédrica, genoma composto de DNA fita simples circular
com tamanho de aproximadamente 1,7 kb e é classificado em 2 tipos: PCV tipo 1 e
PCV tipo 2, sendo este dividido em dois genétipos, PCV2 grupo 1 (ou PCV2b - isolados
europeus) e PCV2 grupo 2 (ou PCV2a - isolados americanos) (TODD et al., 1991;
HAMEL et al., 1998; CHEUNG et al., 2007). Também ja foi descrito o genotipo PCV2c
(SEGALES et al., 2008; CORTEY e OLVERA, 2010), porém ainda é pouco prevalente
e estudado. Recentemente, foi realizada uma analise sobre a variabilidade genética das
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cepas chinesas de PCV?2 isoladas entre 2004 e 2008, sendo proposta a existéncia de dois
novos genotipos de PCV2 (PCV2d e PCV2e) (WANG et al., 2009, GUO et al., 2010). O
PCV1 foi descoberto por Tischer et al. em 1974, como contaminante de cultivo celular
em linhagens de PK-15 (células de rim suino), ndo causando patologia em suinos. Ja o
PCV2 foi descrito em 1991, no Canada, em animais que apresentavam a Sindrome
Multissistémica do Definhamento do Suino (Postweaning Multisystemic Wasting
Syndrome - PMWS) (TODD et al., 1991; HARDING e CLARK, 1997; ALLAN et al.,
1998; ALLAN e ELLIS, 2000). O risco de suinos desenvolverem PMWS pode
aumentar quando ocorrer co-infeccdo com PPV1 ou PRRSV (POGRANICHNIY et al.,
2002). O PCV2 encontra-se mundialmente distribuido (MORI et al., 2000; MAGAR et
al., 2000; SEGALES e DOMINGO, 2002; KIATIPATTANASAKUL-BANLUNARA
et al., 2002; RODRIGUEZ-ARRIOJA et al, 2003; STAEBLER et al., 2005;
GRIERSON et al., 2004). No Brasil, a PMWS foi diagnosticada primeiramente em
2000 em Santa Catarina (CIACCI-ZANELLA e MORES, 2000; CIACCI-ZANELLA et
al., 2001), mas estudos retrospectivos demonstraram que o PCV2 estava presente nos
suinos desde 1988 (CIACCI-ZANELLA et al., 2006). A doenca foi descrita em outros
estados do Pais como: Rio Grande do Sul (PESCADOR et al., 2003), Rio de Janeiro
(FRANCA et al., 2005a), Parana, Sdo Paulo (CASTRO et al., 2003), Minas Gerais
(BARBOSA, 2005) e Espirito Santo (CHIARELLI et al., 2005), afetando
significativamente suinos de varios locais e gerando grandes prejuizos a suinocultura
brasileira (CIACCI-ZANELLA e MORES, 2003; CIACCI-ZANELLA et al., 2006). A
principal rota de transmissdo do virus é a oro-nasal através do contato direto com fezes,
urina e secre¢des contaminadas, assim como o sémen contaminado (LAROCHELLE et
al., 2000; KIM et al., 2001; ROSE et al., 2003). Além disso, pode ser transmitido
verticalmente da fémea suina para o feto (PENSAERT et al., 2004; MALDONADO et
al., 2005). Como o PCV2 pode estar associado a outras doencas, atualmente, tem sido
utilizado o termo, Porcine Circovirus-Associated Diseases - PCVAD (Doengas
associadas a circovirose suina) (OPRIESSNIG et al., 2007; GILLESPIE et al., 2009). A
manifestacdo do PCV2 associado a outros patogenos pode ocasionar diferentes
sindromes, como: a PMWS, a Sindrome de Dermatite e Nefropatia suina (SDNS), o
PCV2 associado a problemas reprodutivos, o PCV2 associado ao tremor congénito,
associado a enterites e associado a doencas respiratdrias. O PCV2 gera manifestacdes
clinicas como palidez corporal, atraso no crescimento, emagrecimento progressivo,

algumas vezes com ictericia, aumento dos linfonodos inguinais, sintomas respiratérios
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(taquipnéia, dispnéia e tosse) e digestivos (diarréia), os quais ndo regridem com
tratamentos antimicrobianos de uso comum na suinocultura (HARDING, 2004,
OPRIESSNIG et al., 2007).

A PMWS ¢ uma sindrome emergente associada com altas taxas de mortalidade
de suinos nas fases de creche e terminacdo (ALLAN et al., 1998). Assim, o PCV2 afeta
0 sistema imune ocasionando lesGes no tecido linféide e podendo facilitar a co-infeccéo
com outros patdgenos, como o PPV1 (ROEHE et al., 2007). Em infeccOes
concomitantes com PCV2, o PPV1 pode atuar de forma sinergica, aumentado a
severidade das lesbes (ALLAN et al., 2000; KENNEDY et al., 2000; ELLIS et al.,
2004). Foi demonstrado que o PCV2 é essencial, mas ndo é suficiente para expresséo da
PMWS em suinos gnotobioticos, demonstrando que é necessario outro co-fator
infeccioso, como o PPV1 para causar a sindrome (KRAKOWKA et al., 2000). A
comparacdo de subpopulagdes de linfécitos em suinos experimentalmente infectados
com PCV2 e/ou parvovirus por citometria de fluxo mostrou que, quando ocorre co-
infeccdo com PPV1 e PCV2, a resposta imunologica € maior do que quando 0s virus
atuam sozinhos na infeccdo (KIM e CHAE, 2003). Assim, observa-se que s&o
necessarios mais estudos para entender a resposta imunitaria dos suinos frente a
infecgbes de PPV1 e co-infecgbes com outros virus que desencadeiam sindromes
reprodutivas. A emergéncia do PCV2, associado a co-infeccdo com PPV1, pode ter
interferido na apresentacdo da infeccdo, tornando a parvovirose suina uma virose
importante relacionada aos problemas reprodutivos em fémeas suinas no Brasil
(FERNANDES et al., 2006).

Além disso, existe a co-infeccdo com outras viroses. Estudos apontam a maior
prevaléncia de Torque teno sus virus (TTV) em animais com PMWS do que em animais
sem PMWS (KEKARAINEN et al., 2006; ELLIS et al., 2008). Outro estudo de
prevaléncia de TTV1 e TTV2 em populagdes de suinos com PMWS e doenca
respiratéria suina no Japdo demonstrou que ndo existe relacdo significativa na
prevaléncia entre os gendtipos de TTVs e que estes virus estdo presentes na populagéo
de suinos com PMWS (TAIRA et al., 2009). O TTV € um virus amplamente distribuido
e pertence a familia Anelloviridae (ICTV, 2009). O primeiro isolado de TTV foi
realizado a partir de um humano com hepatite (NISHIZAWA et al., 1997). Em
humanos, o virus é ubiquo e ainda ndo se conhece a relagdo com uma doenca especifica
(JELCIC et al., 2004). Apos, foi detectado em animais domeésticos, incluindo suinos,
galinhas, vacas, ovelhas, gatos e cachorros (LEARY et al., 1999; OKAMOTO et al.,



33

2002). Um estudo recente realizado por Lee et al. (2010), quantificou TTV no soro de
suinos afetados com PCVAD e animais negativos para PCV2. Os resultados indicaram
que ndo existem diferencas significativas nas cargas virais de TTV entre os dois grupos
de animais, concluindo que apesar do TTV estar presente em animais com PCVAD,
pode nédo estar envolvido na doenca. Além da deteccdo do TTV1 e TTV2 em suinos
infectados por PCV2 apresentando a PMWS, também foi detectado um novo virus, o
porcine boca-like virus, do qual pertence ao género Bocavirus (BLOMSTROM et al.,
2009).

Outros agentes que podem estar associados ao PCV2, como o PRRSV, virus da
influenza suina, coronavirus e bactérias, como, Haemophilus parasuis, Actinobacilus
pleuropneumoniae, Streptococcus suis € Mycoplasma hyopneumoniae (KIM e LYOO,
2002; KRAKOWKA et al., 2000; PALLARES et al., 2002; KEKARAINEN et al.,
2006; CASTRO et al., 2007; DORR et al., 2007; HANSEN et al., 2010). O PRRSV
causa anorexia, abortos (no terco final da gestacdo), natimortos e neonatos fracos,
gerando perdas reprodutivas, como o PPV1l (CHRISTIANSON et al., 1993;
MENGELING et al., 2000). Em decorréncia da imunodepressao causada pela sindrome,
pode facilitar a infeccdo por agentes secundérios, como Pasteurella multocida,
Haemophilus parasuis e Streptococcus suis (DONE e PATON, 1995). Entretanto, o
PRRSV € capaz de produzir a sindrome mesmo sem a presenca de outros agentes
infecciosos (DEA et al., 1992; CHRISTIANSON et al., 1993; ROSSOW et al., 1994).
Um estudo retrospectivo analisou o nimero de casos de PCVAD e suas co-infeccdes em
amostras de campo nos Estados Unidos, demonstrando que mais de 98% dos suinos
tiveram co-infecgdes, sendo que 52% tiveram co-infecgdo com PRRSV, 36% com M.
hyopneumoniae, 15% com PPV, 14% com bactérias que causam septicemia, 7,6% com
bactérias que causam pneumonia e 5,4% com virus da influenza suina. InfeccOes
somente com o PCV2 ocorreram em 1,9% dos casos (PALLARES et al., 2002).
Recentemente, no Brasil, foi detectada a presenca de PCV2 e co-infecgfes com PPV1 e
com novos parvovirus, (PPV2 e PPV3 — hokovirus suino) em tecidos de leitdes com
PMWS adquirida naturalmente, além da deteccdo de TTV1 e TTV2 (SOUZA et al.,
2010). Como existem muitos agentes patogénicos envolvidos na PCVAD, o principal
agente associado ao PCV2 causador destas sindromes ainda ndo esta claramente
elucidado e sdo necessarios mais estudos para saber qual o papel de cada patdgeno

envolvido na doenca.
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Os objetivos do presente trabalho foram os seguintes: no primeiro artigo foi
estabelecer a PCR em tempo real TagMan® para quantificagdo de PPV1 em amostras de
soro utilizando a regido génica NS1. No segundo artigo, foi estudar co-infeccdes de
PCV2 com parvovirus (PPV1, PPV2 e PHoV) e anelovirus (TTV1 e TTV2) em
diferentes pools de ¢rgdos de leitdes naturalmente apresentando a PMWS e a
caracterizar filogeneticamente o PHoV.
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TagMan-based real-time polymerase chain reaction for detection and
quantification of porcine parvovirus
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Abstract

A real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) using a TagMan probe based on
NS1 gene was developed to detect and quantify porcine parvovirus (PPV) in serum
samples. The specificity, sensitivity, reproducibility and quantitative range of the real
time PCR were evaluated and compared with conventional nested PCR (nPCR). The
standard curve of real-time PCR was linear ranging from 6 x 10° genome copies
equivalent/mL (gce/mL) to 2 x 10° gce/mL with a square of the correlation coefficient
(R? value) of 0.98. No cross-reactivity was detected with closely related parvovirus or
with viruses that causes similar symptoms and all PPV strains showed fluorescence in
the assay. Comparing these techniques, 11 samples were positive in both tests and
nPCR detected four additional samples. The concordance, sensitivity and specificity
between the techniques were 98%, 73% and 100%, respectively. In conclusion, nPCR
showed more sensitivity, however, real-time PCR has several advantages such as
rapidly, high reproducibility, precision, not requires post-PCR analysis and viral load
quantification that cannot be provided by conventional PCR. Therefore, real-time PCR
is a useful tool for diagnosis and quantification of PPV in serum samples and can be

used for viremia studies, epidemiology and monitoring PPV infection in swine herds.

Keywords: Porcine parvovirus, detection, real-time PCR, diagnosis, swine
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1. Introduction

Porcine parvovirus (PPV) belongs to the family Parvoviridae, genus Parvovirus,
which is a small non-enveloped virus and highly stable in extreme temperature, pH
conditions (Horwtiz et al., 1996) and disinfectants (Eterpi et al., 2009). PPV has been
reported worldwide and is an important causative agent of reproductive failure
generating a lot of economic losses in swine herds. Gilts are the most susceptible class
that the infection causes stillbirth, mummified fetuses, small litters, abortion and
infertility (Cartwright and Huck, 1967; Thacker and Gonzalez, 1988; Mengeling et al.,
2000). Although the disease is subclinical in non-pregnant pigs, PPV infection has been
associated with skin lesions in piglets (Kresse et al., 1985; Lager and Mengeling, 1994),
interstitial nephritis in slaughter pigs (Drolet et al., 2002) and non-suppurative
myocarditis in lactating piglets (Bolt et al.,, 1997). In addition, PPV has gained
importance as a infectious cofactor in postweaning multisystemic wasting syndrome
(PMWS) and Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) considering that
PPV enhances the clinical effects of porcine circovirus type 2 (PCV2) (Allan et al.,
1999; Krakowa et al., 2000) and PRRS virus (Lyoo et al., 2001; Ellis et al., 2004) due to
the immunedepression caused by these syndromes.

PPV genome consists of a negative oriented, single stranded DNA molecule of
approximately 5 kb in size (Bergeron et al., 1996). PPV genome has two large open
reading frames (ORFs). The non-structural proteins (NS1, NS2 and NS3) are encoded
by ORF1 and ORF3, which their function are related on virus replication and present a
highly conserved region. The viral capsid proteins are encoded (VP1, VP2 and VP3) by
ORF2, which presents antigenic variability (Shackelton et al., 2007). Virus isolation is a
classical diagnostic method, but PPV isolation in cell culture is laborious and cannot be
achieved for all PPV strains (Kim and Chae, 2004). The hemagglutination assay (HA)
and hemagglutination-inhibiting assay (HIA) has been reported (Joo et al., 1976b; Hogg
et al., 1977), however are laborious diagnosis and have the necessity to obtain fresh
erythrocytes to carry out the assay.

Molecular diagnosis is being increasingly used to detect virus nucleic acids, as in
situ hybridization, conventional polymerase chain reaction (PCR) and nested PCR
(nPCR) (Molitor et al., 1991; Soares et al., 1999; Kim and Chae, 2003). Comparing

these techniques, nPCR has shown more sensitivity than conventional PCR and HA
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tests (Soares et al., 1999). Nevertheless, nPCR has higher contamination risk and is a
labor-intensive assay. Recently, real-time PCR has been developed as a diagnostic tool
to determine the viral load in clinical samples for an increasing number of targets and
made it possible eliminate post-PCR processing such as electrophoresis (Niesters,
2001).

The SYBR Green | based real-time PCR has been used to detect VP2 gene of
PPV in field samples and presented more sensitivity than conventional PCR (Wilhelm
et al., 2006). Moreover, SYBR Green | has been used in studies which quantify PPV
viral load in tissues (Wilhelm et al., 2005; Miao et al., 2009). However, as SYBR Green
I dye is a DNA intercalant could be less specific than assay based on probes. The
development of fluorogenic PCR utilizing the 5°- 3’ nuclease activity of Tag DNA
polymerase has shown higher specificity and sensitivity to detect viruses (Holland et al.,
1991; Warrilow et al., 2002). Real-time PCR using molecular beacons have shown high
specificity and sensitivity for swine viruses in clinical samples (blood, serum and
tissues), even for PPV (McK:illen et al., 2007). Furthermore, recent studies have shown
higher sensitivity and specificity for PPV using TagMan® probe for real-time PCR
when compared with conventional PCR (Chen et al., 2009; Song et al., 2010). Then, the
detection and quantification of PPV by real time PCR could be a useful tool for viremia
studies, epidemiology and herd monitoring.

The aim of this study was to develop a real-time PCR TagMan-based for the

detection and quantification of PPV using primers for NS1 gene.

2. Material and Methods

2.1 Viruses and samples preparation

The PPV strain N30 was kindly provided by Embrapa Suinos e Aves,
Concordia, Brazil, and was propagated in the STI cell line (Swine Testis lineage) and
used as a standard virus for the detection of PPV by real-time PCR. The symptomatic
and phylogenetically related pathogens as porcine circovirus (PCV-2), canine
parvovirus (CPV), feline panleukopenia virus (FPV), Leptospirosis and Erisipela were
used as exclusion group for the real-time PCR specificity. A total of one hundred

seventy seven field serum samples were collected to evaluate casuistic of PPV in the
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real-time PCR. The clinical samples were collected from different herds and were
divided in five groups according with clinical signs (healthy or wasting) and class (gilt,
sow or piglet): Group 1 (G1): 27 serum samples from healthy gilts unvaccinated; Group
2 (G2): 40 serum samples from healthy gilts vaccinated to PPV; Group 3 (G3): 24
serum samples from healthy sows (different order of parity); Group 4 (G4): 41 serum
samples from healthy piglets; Group 5 (G5): 45 samples from wasting piglets.

The DNA extraction from serum (100 pL) was carried out using a silica Kit
(NewGene, Simbios Biotecnologia, Brazil). After added 900 uL of Lysis solution,
mixed thoroughly vortex and incubated at room temperature for 10 minutes. The silica
solution (4mg/ 20 pL) was added 20 pL in each sample and incubated for 10 minutes
mixing by inversion each 2 minutes. Then, samples were centrifuged at 10.000 rpm, and
the supernatants were dumped. After that were performed five washings with 150 pL
each (Wash solution A — 2 times, Wash solution B — 2 times and Wash solution C — 1
time). In each washing, samples were mixed thoroughly vortexing, centrifuged at
10.000 rpm, and the supernatants were dumped. The silica pellet was dried at 60°C for
10 minutes; DNA was eluted with 50 pL of elution buffer and stored at -20°C.

2.2 Primers and probe for real time-PCR

Nucleotide sequences of PPV strains/isolates based on NS1 gene were retrieved
from Genbank and aligned using MEGA (version 4.0) software (Tamura et al., 2007).
The primers and probe set were selected using the Primer Express (version 2.0) software
and were based on a highly conserved sequence within the NS1 region of the PPV
genome. The primers were selected to detect PPV sequences in NS1 region (sense - 5'-
ATT TCA TGG GCC AGC ATC AA -3', genome position: 1476-1495); (antisense 5'-
TGC ATT GTA GCA ACC AAC ATT ACC -3, genome position: 1537-1560) and
(TagMan® probe — 5’- [VIC] TGC TCA ACA CAT TGC AAA CTT GGT [TAMRA] -
3', genome position 1512-1535). The genome position was based on Kresse Strain

sequence (accession number: U44978).
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2.3 Construction of standard plasmids for real-time PCR

To produce a PPV standard curve for real-time PCR was made a semi-nested
PCR to amplify a product containing 205 bp covering a part of the NS1 gene. The first
round PCR were used two oligonucleotides (P1 - sense: 5’- ATA CAATTC TAT TTC
ATG GGC CAG C -3’; P6 - antisense: 5°- TAT GTT CTG GTC TTT CCT CGC ATC -
3’), and the second round PCR were repeated the sense oligonucleotides (P1) of the first
round PCR and were used antisense oligonucleotides (P5 antisense: 5’- ACC TGA
ACA TAT GGC TTT GAA TTG G- 3’) (Soares et al., 1999). This PCR product was
cloned into the vector pCR 2.1 - T. A. Cloning Kit® according to the instructions of the
manufacturer (Invitrogen, USA). The resulting PPV plasmid (pPPV), was used to
transform in Escherichia coli JM109 lineage cells following instructions of the
manufacturer (Exponencial Biotecnologia, Brazil) and was purified following as
described protocol (Sambrook et al., 1989). The concentration of the pPPV preparation
was determined by Fluorometer Qubit® (Invitrogen, USA), using fluorescent dye to
quantify biomolecules of DNA. The pPPV was confirmed by sequencing and stored at -
20°C for later use in the standard curve. Serial 5 fold dilution was made with
concentrate pPPV DNA diluted in TE buffer (10mM Tris—=HCI, 1ImM EDTA) to use in

each assay.

2.4 TagMan®- based real-time PCR

Real-time PCR assays using the TagMan® probe were carried out in a micro-
reaction tube (Applied Biosystems, USA). The reaction mixture for each tube consisted
of 1.5 U Tag DNA Polimerase and 15 pL of 2xmastermix NewGene (supplied by
Simbios Biotecnologia), primers and probes (final concentrations) 0.125 pM
fluorogenic VIC-TAMRA labeled PPV probe, 0.50 uM forward primer and reverse
primer, 2.0 pL of DNA solution, and distilled water to 30 pL. The thermal profile for
the assay was one cycle of 95°C for 3min., followed by 40 cycles of 95°C for 15s and
60°C for 60s. PCR amplification was performed by using the StepOne Real-time
Thermal Cycler (Applied Biosystems, USA). The length of the amplified product was
about 87 bp. Positive and negative reference samples were tested along with the

unknown samples in each run.
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2.5 Conventional nPCR

The nPCR amplification based on NS1 gene was carried out as already described
(Soares et al., 1999) with the following modifications: initial heating at 95°C for 2 min.,
35 cycles of denaturation at 95°C for 30 s, annealing at 55°C for 45 s, extension at 72°C
for 45 s, and final extension at 72°C for 5 min. for both PCR rounds. Amplification
products (137 bp) were electrophoresed in 2% agarose gels with 40 mM Tris-acetate, 1
mM EDTA pH 8.0 (TAE) running buffer and stained with 0.1 ug/mL of BlueGreen |
(LGC, Brazil).

3. Results

3.1 Optimization strategies of a standard curve for real-time PCR

The pPPV concentration mesured by Qubit Fluorimeter was 2,7 ng/pL, which is
required for the standard curve calculation in quantitation assays. The pPPV DNA
concentration was equivalent to 6 x 10% gce/ pL calculated with the following formula:
number of copies = (amount (ng) x 6.022 x 10°%) / (length (bp) x 1 x 10° ng/g x 649 g/
mole of bp). The standard curve was used with pPPV DNA 5-fold dituted in TE buffer
ranging with 6.000.000 gce/mL to 2.000 gce/mL. The assays were linear over a
6.000.000 gce/ mL range of template DNA with square of the correlation coefficient
values (R2) of 0.98 (Figure 1).

Standard Curve

35.0

325
&
& 30.0

275

26.01

225

a1 a2 1 2 3145 0 WM M m 1000 10000 10000
Quantity

BVIC-probe  R?=0.99  Slope=-3.15
Figure 1. Real-time standard curve (based on plasmid DNA) indicates linearity of
TagMan® reactions for NS-1. The x-axis represents copies of plasmid DNA in 5-fold
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dilutions, and the y-axis represents the fluorescence data used for cycle threshold (ct)
determinations. The assays were linear ranging 600.000 gce/mL to 2.000 gce/mL of
pPPV with R? values (square of the correlation coefficient) of 0.99.

3.2 Analytic sensitivity of real-time PCR

In order to determine the detection limit, the pPPV DNA was diluted serially 2-
fold with TE starting with 10.000 gce/mL to 78 gce/mL. This assay was made in
triplicate and repeated three times. The Ct values were ranging from 32.6 to 37.4 (Table
1), showing that the detection limit was until 156 gce/mL, but the results presented more
Ct linearity until 1.250 gce/mL. The coefficients of variation (CVs) values ranged 0% to
3% (Table 1). The statistical analysis for analytic sensitivity was made with SPSS
Software version 11. 5. 0 using PROBIT model test. The PROBIT analysis showed that
real-time PCR detected 5.000 gce/mL of PPV in a probability of 100%. And under
1.250 gce/mL the technique presented 50% or less probability of detection.

Table 1. Results of limit detection of real-time PCR between assays.

Replicates Assayl  Assay2 Assay3 Positives
Ct CVv

gce/mL n Ct media media S.D (%) n
10.000 9 325 321 33.1 326 05 15 7
5.000 9 32.3 33.6 34.1 333 09 27 8
2.500 9 33.7 34.6 34.4 342 05 14 7
1.250 9 36.0 36.0 36.0 360 00 O 6
625 9 34.9 36.7 36.8 36.1 11 30 5
313 9 36.6 36.9 38.4 373 1.0 27 5
156 9 374 - - 374 - - 2
78 9 - - - - - - 0

3.3 Reproducibility of the real-time PCR

The reproducibility was evaluated intra-assay, which was performed one assay
with nine 5-fold dilutions repetitions of the pPPV template ranging (6.000.000 to 48.000
gce/mL) and the CVs were evaluated ranging 1.3% to 1.6%. And the inter-assay
evaluation was performed with three assays with triplicates each 5-fold dilution and
CVs evaluated ranged 1.5% to 1.8% (Table 2).
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243  Table 2. Reproducibility: Ct intra- and inter-assay variability of real-time PCR.

Intra-assay CV(%) Inter-assay CV (%)
gce/mL n
Ct S.D. Ct S.D.
6.000.000 9 22.5 0.3 1.3 22.5 0.3 1.6
1.200.000 9 25.3 0.4 1.6 25.0 0.4 15
240.000 9 27.5 0.5 1.6 27.4 0.5 1.8
48.000 9 30.0 0.7 2.3 29.4 0.5 1.8
244
245 3.4 Specificity of real-time PCR
246 In the specificity test in real-time PCR were evaluated 6 PPV strains as an

247  inclusion group. All the PPV strains showed fluorescence in the assay. For the exclusion
248  group were used pathogens symptomatic and phylogenetically related to PPV as PCV-2,
249 CPV, FPV, Erisipela and leptospirosis. There were no cross-reactions detected with
250  these related pathogens. The real-time PCR showed 100% of specificity.

251

252 3.5 Comparison of field serum samples by real-time PCR and conventional nPCR

253 Comparing real-time PCR and conventional nPCR, a total of 177 field serum
254  samples were evaluated in both tests. The results showed that 11 serum samples were
255  positive for both techniques. Conventional nPCR detected four serum samples more
256  than real-time PCR. None serum sample was negative for conventional nPCR and
257  positive for real-time PCR. And a total of 162 serum samples were negative for both
258  techniques (Table 3). Comparing these results per group, all serum samples of Group 1
259  and 2 were negative for PPV in both techniques. Group 3 presented three positives of 24
260  samples in conventional nPCR and none positive sample in the real-time PCR. Group 4
261  presented three positives of 41 samples in the conventional nPCR and 2 of these
262  samples were positive in real-time PCR. And Group 5 presented more positives than
263  other groups (9 of 45) serum samples in both techniques. The positive serum samples
264  for PPV in the real-time PCR presented DNA viral loads ranging 794.769 gce/mL to
265 1.025 gce/mL (Table 4). Comparing these techniques, the results showed 98% of
266  concordance, 73% of sensitivity and 100% of specificity.

267
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Table 3. Comparison between conventional nPCR and real-time PCR with serum

samples.
Conventional nPCR assay (n)
Real-time PCR assay (n) Positive Negative Total
Positive 11 0 11
Negative 4 162 166
Total 15 162 177

Table 4. Results of positive field serum samples in conventional nPCR and DNA viral
loads in real-time PCR. The table showed Ct value and gce/mL of each positive sample
in real-time PCR. Group 3 were serum samples from healthy sows in different order of
parity; Group 4 were serum samples from healthy piglets; Group 5 were serum samples
from wasting piglets.

Sample Group Ctvalue gce/mL nPCR

29s G5 25,8 794769  +
36s G5 27,6 217.019 +
30s G5 28,5 115.841 +
51 G4 29,7 80.890 +
25t G5 31,4 17.270 +
29t G5 32,1 10.950 +
34s G5 32,9 10.400 +
62 G4 34,4 2200 +
7s G5 34,7 2090 +
3s G5 34,7 2020 +
31s G5 35,0 1.025 +
45 G4 0 <1000- +
53 G3 0 <1000- +
72 G3 0 <1000- +
82 G3 0 <1000- +

4. Discussion

Real-time PCR has been used widely as a sensitive, specific and rapid method
for detection of a range viral nucleic acid sequences (Kubista et al., 2006; Lemmon and
Gardner, 2008).

In this study, a real-time PCR was established for quantification of DNA viral
load of PPV in serum samples based on detection of the NS1 gene. In order to establish
this technique, specificity, sensitivity and quantitative range of real-time PCR were
evaluated. The standard curve of real-time PCR was linear ranging 6 x 10° gce/mL to 2

x 10° gce/mL with a R? value of 0.98. Pathogens tested for specificity such as PCV-2,
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CPV, FPV, Erisipela and Leptospirosis showed no Ct, and all the PPV strains tested
showed fluorescence in the assay. Other studies have been shown that real-time PCR
using TagMan® probe had higher specificity in the assays (Chen et al., 2009; Song et al.,
2010). The analytic sensitivity of the real-time PCR presented more linearity until 5000
gce/mL with 100% of chance to detect PPV. Otherwise, the statistical analysis
(PROBIT) showed that the detection limit was 1.250 gce/mL with 50% of chance to
detect PPV. In these groups (1, 2 and 3), the gilts and sows were healthy and lived in a
herd with a high sanitary conditions, that could justify few number of positives samples,
which some samples were positives in NPCR, could not be detected by real time PCR.
In the group 4, the animals presented three positive samples in nPCR and two of these
were positive for real-time PCR. These piglets were healthy but lived with low sanitary
conditions with high risk of infections, which could explain few number of positives for
PPV, however, one sample showed high viral load (80.890 gce/mL). And the group 5,
presented the major number of positives animals for PPV. These animals were wasting
and presented low and high viral loads ranging 1.025 gce/mL to 79.4769 gce/mL (Table
3). Comparing these results, nPCR detected four serum samples more than real-time
PCR, demonstrating more sensitivity, due to nPCR has a couple of primers more and
two PCR reactions than a conventional PCR. Other studies compared real-time PCR
with conventional PCR showed higher sensitivity in real-time PCR assays (Warrilow et
al.,, 2002; Chen et al., 2009; Song et al., 2010). The real-time PCR has several
advantages than conventional PCR assays, such as is highly specific, rapid assay
because it is not required post-PCR analysis. Unlike, nPCR has highly risk of amplicon
contamination during the assay process and could produce a false positive (Molitor et
al., 1991; Soares et al., 1999). To avoid false positive results in nPCR some extensive
precautions were used as previously described by Soares et al. (1999). In each step of
sample handling was performed in different laboratories (DNA extraction, DNA
amplification, nPCR, eletrophoresis and gel analysis. Also, in each step of sampling
handling were used new gloves, the samples were analysed no more than ten samples
for each reaction and were used negative control for each ten samples.

The reproducibility was evaluated with intra-assay and inter-assay, which
showed linearity values ranging 6.000.000 to 48.000 gce/mL and CVs ranging 1.3% -
1.6% and 1.5% - 1.8%, respectively. The reproducibility in real-time PCR is higher than
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other quantification methods. PPV can be quantified by real-time PCR with precision
that can’t be provided by conventional PCR, and the viral load could be useful in
viremia studies, pathogenicity studies and monitoring herds (Miao et al., 2009, Fujiwara
et al., 2011). A competitive quantitative PCR is widely used for quantification,
however, it is needed an internal control competitor, which must be constructed and
characterized besides requires post-PCR electrophoresis (Liu et al., 2000).

The SYBR Green | based real-time PCR has been established for PPV detection
(Wilhelm et al., 2006); but is known that this method can generate false positives,
because SYBR Green | dye is a double-stranded DNA intercalant that could bind every
double-stranded DNA in the reaction, even non-specific amplicons. Therefore, TagMan
probes and molecular beacons have been provided highly reproducibility, sensitivity
and specificity for virus diagnostic (Heid et al, 1996; Chen et al., 2009; Song et al,
2010). Since conventional nPCR presents more sensitivity than conventional PCR
(Prikhod’ko et al., 2003) could be expected that real-time PCR presented less sensitivity
than conventional nPCR. Then, the sensitivity of real-time PCR was about 73%
comparing with conventional nPCR.

In conclusion, the TagMan-based real-time PCR assay described in this study for
the detection and quantification of PPV based on highly conserved region (NS1 gene)
has been shown to be rapid, easy to handle, highly specific and reproducible. Despite
the sensitivity was less than nPCR, these features make it a useful tool for laboratory
quantification of PPV in field serum samples besides to contribute in molecular

epidemiology and diagnosis of PPV infections in swine populations.
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Abstract

Postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) is an emerging worldwide
disease that affects swine performance causing significant economic losses. Infection
with porcine circovirus type 2 (PCV2) and probably other viral pathogens are the most
probable etiology of the disease. Polymerase chain reaction (PCR) for PCV2, porcine
parvovirus 1 (PPV1), torque teno sus virus 1 and 2 (TTV1 and TTV2) and porcine
hokovirus (PHoV) were performed to detect these viruses in different tissues (lymph
nodes, lungs, liver, spleen and kidneys) of piglets displaying PMWS. Also, eight
overlapping fragments of VP1/VVP2 region of PHoV were amplified and sequenced for
phylogenetic analysis. All the samples were PCR positive for PCV2 and the other
viruses were detected in all herds, with the exception of TTV1. The samples presented
co-infections with TTV2 (86.8%), PPV1 (81.6%), PPV2 (73.7%), PHoV (55.3%) and
TTV1 (5.3%). The lymph node samples displayed the majority of the positive results for
all pathogens. In the phylogenetic analysis, Brazilian PHoV sequences were more
closely related to European sequences. The results indicate that piglets displaying
PMWS are PCV2 infected and can be co-infected with different parvovirus and torque

teno sus virus species.

Key Words: postweaning multisystemic wasting syndrome, porcine circovirus type 2,

PCR, co-infection, detection.
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1. Introduction

Postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) is an emerging
worldwide disease of swine that cause economically impact. The syndrome was first
described in Canada in 1991 and clinically, it is a multifactorial disease that causes
progressive weight loss, lymphadenopathy and increased mortality in 5-12 week old
pigs (Todd et al., 1991; Allan and Ellis, 2000). Porcine circovirus type 2 (PCV2) is the
main viral agent of PMWS; however, a cofactor is frequently necessary to express the
syndrome (Krakowka et al., 2000; Krakowka et al., 2001). Infectious cofactors have
been identified which facilitate the replication of PCV2. Besides, infectious cofactors,
as management and genetics, were recognized for the expression of PMWS (Segalés et
al., 2005; Lopez-Soria et al., 2011).

The first infectious agent identified was porcine parvovirus 1 (PPV1), which
associated with PCV2 increases the PMWS symptoms (Kennedy et al., 2000).
Parvoviruses are small, non-enveloped and ubiquitous that causes a range of diseases in
many animal species. Co-infections with PPV1 and porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) could enhance the risk of PMWS development (Pogranichniy
et al., 2002). An association between PCV2 and torque teno sus virus genotype 1 and 2
(TTV1 and TTV2) has been reported in Europe and United States (Kekarainen et al.,
2006; Ellis et al., 2008). TTV are ubiquitous, have single-stranded DNA, and belongs to
the Anelloviridae family (ICTV, 2009). Studies have been shown high prevalence of
TTV in piglets with PMWS (Kekarainen et al., 2006; Ellis et al., 2008). However, the
presence of TTV in piglets with PMWS could not be involved with increased

pathogenicity (Lee et al., 2010).
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Other viral infectious cofactors have been recognized and correlated with
PMWS in order to understand the disease, as porcine boca-like virus, (Blomstrom et al.,
2009), confirming the presence of multiple viral infections in PMWS (Blomstrom et al.,
2010).

Since PPV2 was identified in swine sera in Myanmar, there are no reports of this
virus in swine population (Hijikata et al, 2001). Despite, porcine hokovirus (PHoV) was
identified in Hong Kong, China, closely related to human PARV4 (Jones et al., 2005;
Lau et al. 2008), and was co-detected in swine with PRRSV, there are no studies that
correlate the presence of PHoV in animals with PMWS. Recently, a study showed high
prevalence of porcine hokovirus (PHoV) in German wild boar populations (Adlhoch et
al., 2010).

As soon as it is known that PPV1 is an infectious co-factor for this syndrome, it
would not be surprisingly if other porcine parvovirus could be involved in PMWS. Until
now, there are no studies showing the presence of PPV2 and PHoV in PMWS.
Furthermore, the epidemiology, clinical significance and origin of these newly
identified parvovirus are still poorly understood.

The aim of the present study was to detect parvovirus (PPV1, PPV2 and PHoV)
and anelovirus (TTV1 and TTV2) presence in different pooled tissues of piglets
naturally displaying PMWS and to further analyze phylogenetically the VP1/VP2 region

of PHoV.
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2. Material and Methods
2.1 Samples
The samples were collected in 2007, in Rio Grande do Sul State, Brazilian south
region. Eight herds of wasting piglets with clinical suspicion of PMWS from different
backgrounds (A, B, C, D, E, F, G, H) were sampled (30 animals each, between 90-100
days of age). At the time of necropsy, tissues were collected (lymph nodes, lung, spleen,
liver and kidney), pooled from each organ and herd, homogenized, frozen at -80°C and

clarified, totalizing 40 samples.

2.2 DNA Extraction
The DNA extraction from serum (100 pL) was carried out using a Kit based on silica
following the manufacturer instructions (NewGene, Simbios Biotecnologia, Brazil).

DNA was eluted with 50 pL of elution buffer and stored at -20°C.

2.3 PCR detection of viruses

Specific primers were used to detect PCV2 from a previously described protocol
(Larochelle et al., 1999). To detect PPV, a nested-PCR was performed using two primer
pairs that amplified a fragment of the gene encoding non-structural protein NS-1
(Soares et al., 1999) with the following modifications: initial denaturation at 95°C for 2
min., 35 cycles of denaturation at 95°C for 45 s, annealing at 55°C for 45 s and
extension at 72°C for 45 s, followed by a final extension at 72°C for 10 min. TTV-1 and
TTV-2 were detected as previously described (Segalés et al., 2009).

Primer pairs for PPV2 (sense: 5 — AGA TTC TTG CAG GCC GTA GA -3’ and
antisense: 5> — CCA AGG GTC AGC ACC TTT TA - 3’) and for PHoV (sense: 5’-

GTG GCA GTG ATATTG CAT CG -3’ and antisense: 5’- TGG CAG TCA TTG AAT



121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

57

GGA AA - 3’) were selected using the Vector NTI Advance 10 Software. The following
mix conditions were used for amplification of PPV2 and PHoV: 2.5 pL of 10x buffer,
0.75 pL of MgCl; (50 nM), 2 pL of dNTPs (2.5 nM), 1 uL of each primer (20 uM), 0.2
puL of Tag DNA polymerase (1 U/pL) (Ludwig Biotecnologia, Brazil) and water up to
25 uL. The PCR for PPV2 started with 1 cycle for denaturation at 95°C for 2 min., 30
cycles at 95°C for 15 s, 55°C for 30 s, 72°C for 45 s and final extension at 72°C for 7
min. For PHoV, the initial denaturation was performed with 1 cycle at 95°C for 2 min.,
35 cycles at 95°C for 30 s, 50°C for 1 min., 72°C for 1 min. and final extension at 72°C
for 5 min.

All amplification products were electrophoresed on 2% agarose gels with 40
mM Tris-acetate, 1 MM EDTA pH 8.0 (TAE) running buffer, stained with 0.1 pg/mL of
Blue Green | (LGC, Brazil) and visualized under UV light. The PCR for PCV2 and
nested-PCR for PPV1 amplified 263 and 137 base pair (bp) fragments, respectively.
Also PCR for PPV2, TTV1, TTV2 and PHoV generated a fragment of 250 bp for each

virus. Standard precautions were taken to avoid PCR contamination.

2.4 Primers for PHoV sequencing (VP1/VVP2 region)

In August 2010, 15 nucleotide sequences of PHoV strains/isolates complete
genomes were retrieved from GenBank/EMBL/DDBJ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
using the key-word “porcine hokovirus”. The accession numbers of the strains/isolates
used for alignment using MEGA software version 4.0 (Tamura et al., 2007) were the
following: EU200671 - EU200677 and FJ982246 - FJ982255. The consensus sequence
was constructed from the alignment to verify the regions conserved between these

sequences, in order to select the primers that could detect all the PHoV strains. The
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primers were selected using Vector NT1 Advance 10 Software and 100 bp overlapping

of fragments with a length ranging from 400 bp to 600 bp. The VP1/VP2 region

consists in a length of 2777 bp (VP1= position 2188 to 4965 and VP2 = 3298 to 4965)

based on the sequence with accession number EU200671. To obtain full-length of

VP1/VP2 region 16 primers were designed (8 overlapping PCR fragments), described in

Table 1. Primer-BLAST was used to verify the primers specificity (Available at:

www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool).

Table 1. Primers selected for amplification and sequencing of VP1/VP2 region from

PHoV.
Length
PCR Primer Sequence (5’ - 37) Position (bp) Tm (°C)
A P1if GCACTG AGG GCT ACGTTCGTT CTC 1985-2009 503 61.4
P2r TGA CCA GGT CCATGA AAAATCTCCC  2464-2487 58.9
B P3f GGA GTAGACGTATGG GTG GGG GTTA  2285-2309 405 61.3
P4r GGA ATATTT CCT GGA ACT GCCCTTC 2710-2734 57.7
c P5f CTTAGG TGATTT TCA CCG GCC GC 2550-2572 562 60.6
P6r CTCCTT TGC CTC CCA GAT ACC CC 3089-3111 61.3
D P7f GGT GAT TTG CCA TAC ATC CAT GGG 2968-2991 530 58.3
P8r GTC CGC ATACCC ATAACAGGC TGC 3474-3497 62.0
E Pof GTT GGG GGG CACTCATTT CTC TG 3354-3376 550 60.2
P10r CCC CAG ACACTCTGC ATC ATG ATG 3380-3903 59.6
E P11f GCC CGG GGAGAATTATGTTCTTCCT 3762-3786 487 60.6
P12r GCG GAT ACT CCAGGG TTGATGTACC  4224-4248 60.8
G P13f CGG CAT AAT CCCATT CCT CCG TC 3991-4013 494 59.7
P14r CTT CCACTCCCACTCCCATCCACTC 4460-4484 62.5
H P15f GCC GTC ACG AGG AAAGTT ATACCG G  4322-4346 504 61.1
P16r CGT ACA CAG GTA CAT TGG GGT CCC 4892-4915 61.1
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2.5 PCR and sequencing of nearly-full length of VP1/VP2 region of PHoV

The reaction mixture for each PHoV overlapping PCR consisted of 5 pL of 10x
buffer, 1.5 uL of MgCl, (50 nM), 4 uL of dNTPs (2.5 nM), 2.0 pL of each primer (20
pmol/uL), 0.4 uL of Taq polymerase (1 U/uL) (Ludwig Biotecnologia, Brazil) and
milliQ water up to 50 pL. All 8 PCR were established with the same thermal cycle
conditions: starting with 1 cycle for denaturation at 95°C for 5 min., 35 cycles at 95°C
for 1 min., 61°C for 1 min., 72°C for 1 min. and a final extension at 72°C for 10 min. All
amplification products were electrophoresed as previously decribed.

The PHoV PCR positive samples were purified with NucleoSpin® Il (Macherey-
Nagel, Diren, Germany) according to the manufacturer instructions. The purified
samples were quantified using MassRuler™ Express DNA Ladder LR Forward,
(Fermentas,USA) in 2% agarose gels. The samples (30 to 45 ng) were labeled with 3.2
pmol of each primer (Table 1) and 2 uL of BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
RR-100 (Applied Biosystems) in a final volume of 10 uL. The reaction was perfomed in
a GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Samples were sequenced in the
ACTGene Anélises Moleculares LTDA (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Brazil)
using the automatic sequencer ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armed with 50cm

capillaries and POP6 polymer (Applied Biosystems).

2.6 Phylogenetic analysis

The obtained sequences were assembled using the DNA Baser version 3.0
Software. To perform phylogenetic analysis, the Genbank available PHoV sequences
were aligned with the four sequences (B0461, B2044, LN1725 and B1725) from the

present study. The Genbank sequences aligned, using MEGA Software version 4.0,
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(Tamura et al., 2007) were previously described and the Germany sequences were
added in the alignment with accession numbers: GQ869539, GQ869540, GQ869541,
GQ869542 and GQB869543. To perform phylogenetic trees, a Bayesian Inference (Bl)
was conducted using MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001). The
substitution models for the Bl analyses were found using MrMODELTEST (Nylander,
2002) with the AIC criterion. For each analyses, four Markov chains, one cold and three
heated were run for 2 x 10° generations, with trees sampled every 100 generations, and
those trees generated prior to stationary were discarded as “burn-in”. Also, neighbour-
joining method (NJ) with Kimura’s two parameters and 1000 Bootstrap replications was
conducted for phylogenetic tree construction using MEGA Software, v.4, (Tamura et
al., 2007). Both phylogenetic methods were compared in order to verify the similarity

trees topologies.

3. Results

3.1 Histopathology and Imunohistochemestry for PCV2

The inclusion criteria for the PCV2 group also requires that swine fulfill all requisites of
triad of findings for the case definition of PCV2 disease proposed by Steven Sorden
(2000). The animals presented clinical signs as lessened weight gain, diarrhea and
wasting. In the histopathology, the samples presented lymphocytic depletion,
multinucleated giant cell formation in lymph nodes and histiocytic replacement of
follicles in lymphoid tissues. The lungs presented multifocal lymphohistocytic
interstitial pneumonia. Also, the lymph node samples were anti-PCV2 positive in the

immunohistochemistry (IHC) (Data not shown).
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206 3.2 Detection of viruses in tissues

207 All the samples were positive for PCV2 in PCR test. The negative controls did
208  not displayed amplification products. All herds were also positive for PPV1, PPV2 and
209 TTV2. TTV1 was found in only 2 herds (A and H) and PHoV was found in 7 herds,

210  with the exception of herd D (Figure 1).

5
4 -
?_;’ 3 H PPV1
g H PPV2
52 - MTTV1
=
HTTV2
1  PHoV
0 -
Herd
211
212 Figure 1. Number of positive samples for PPV1, PPV2, TTV1, TTV2 or PHoV
213 with PCV2 per herd.
214
215 Thirty one out of 38 samples (81.6%) were positive for PPV1. TTV2 was found

216  more frequently with genogroup 1, with 33 positives out of 38 samples (86.8%). In
217  contrast, TTV1 presented only two positive samples. Twenty eight out of the 38
218  samples (73.7%) were positive for PPV2 and 21 out of the 38 (55.3%) were positive for
219  PHoV.

220 All lymph node samples were positive for PPVV1. The lung samples also positive

221  samples for all viruses, but mostly with PPV1 and TTV2 (87.5% and 100%),
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respectively. The positive samples for PPV1, PPV2, TTV2 and PHoV were almost
equally in kidney samples, exception with TTV1 (62.5%, 75%, 75%, 75% and 0%),
respectively. The percentage of positives in liver samples were found PPV1, PPV2,
TTV1, TTV2 and PHoV (57.2%, 85.7%, 0%, 100% and 28.6%), respectively. The
spleen samples presented positives for PPV1, PPV2, TTV1, TTV2 and PHoV (100%,

85.7%, 0%, 100% and 57.1%), respectively (Figure 2).

M Lymphnode

Hlung
M Kidney
M Liver

M Spleen

PPV1 PPV2 TTVA TTV2 PHoV

co-detection

Figure 2. Percentage of positive samples for PPV1, PPV2, TTV1, TTV2 or PHoV in
pooled organs.

PCV2 and PPV2 were distributed in all organs homogeneously. The presence of
PPV1 was found in all organs, mainly in lymph nodes, lungs and spleen. TTV2 was
found mainly in lymph nodes, liver and spleen. TTV1 was found only on lymph node

and lung samples. PHoV was found in all organs.
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3.3 Phylogenetic analysis of PHoV
All the PCR fragments showed the expected length, (A: 503 bp, B: 450 bp, C:

562 bp, D: 530 bp, E: 550 bp, F: 487 bp G: 494 bp and H: 594 bp (Figure 3).

HABCDEVFGL

N

00 bp

Figure 3. Agarose gel (2%) showing the 8 overlapping PCR fragments for PHoV. PCR
— H: 594 bp, A: 503 bp, B: 450 bp, C: 562 bp, D: 530 bp, E: 550 bp, F: 487 bp G: 494
bp and 100 pb DNA ladder.

The sequenced samples (B0461, B2044 and LN1725) in the present study
presented the same size, 2713 nucleotides (position: 2188 - 4901) covering almost all
the VP1 (position: 2188 — 4965) and VP2 (position: 3298 — 4965) overlapping regions,
missing only 64 nucleotides. However, the amplified sequence for sample B1725 had
1701 nucleotides in size (position: 2188 — 3889), missing 1076 nucleotides to have the
complete VP1/VP2 region. Three spleen samples were sequenced from three different
herds (B0461, B2044 and B1725) and one lymph node sample (LN1725) from the same

herd as B1725.
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Both methods for phylogenetic tree construction (BI and NJ) compared
displayed similarity in the topology of the trees. The phylogenetic tree was rooted in the
midpoint. Sample B0461 formed a large branch length with a Great Britain sequence,
and sample B2044 presented a short branch length with one German sequence and three
Great Britain sequences. Samples B1725 and LN1725 clustered in a separate branch.
The Chinese sequences clustered in a distinct branch, although one of these sequences
clustered with other sequences. The Great Britain sequences formed three clusters
related with German and Brazilian sequences (Figure 4).

In the amino acid sequence analysis, 148 synonymous substitutions and 22 non-
synonymous substitutions were found. As there is no reference strain for PHoV, a
Chinese sequence was selected as the reference (accession number: EU200671). In the
Brazilian sequence B0461 three amino acid substitutions were found, V787—M,
Q908—R and N1348—S that were not found in the other sequences analyzed.
Moreover, this sample presented two amino acid changes 11093—L and 11112—V,
which were also found in sequence B2044. The amino acid change 11093—L was also
observed in four Great Britain sequences and in one German sequence. The amino acid
change 11112—V was found in Brazilian sequence B1725, in eight Great Britain
sequences and in two German sequences. The amino acid change L1061 —P was only
found in LN1725 and B1725, whereas, four Great Britain sequences and one German
sequence had changed L1061—R. The Brazilian sequences obtained in the present
study presented six positions with amino acid changes (787, 908, 1061, 1093, 1112 and
1348). From these, four amino acid changes were found exclusively in the Brazilian

sequences (V787—M, Q908—R, L1061 —P and N1385—S) (Table 2).
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Table 2. Amino Acid substitutions within PHoV VP1/VP2 sequences

Amino acid position - VP1/VP2

Samples  Origin - = =0 0~ 834 860 879 908 923 939 1061 1064 1085 1093 1112 1217 1238 1270 1325 1343 1425 1429 1465 1469
EU200671  China v T L P E Q S D L s I I T D I N N N V V V
EU200672  China - - - - - - ; ; ] ] ) ) ) ) ) ) - - - I -
EU200673  China ; ; - - - - ; ; - F ; ; ; ; ; ; ; ; - - -
EU200674  China _ _ _ _ _ _ _ _ ] ] ] ] ] ] ] ] _ _ _ _ _
EU200675  China _ _ _ _ _ _ _ _ ] ] ] ] ] ] ] ] _ _ _ _ _
EU200676  China ; ; - - - - ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; - - -
EU200677  China ; ; - - - - ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; - D 1 - -
FJ982246 Great Britain - ; - - - - - N - ; L v - ; ; ; ; ; - - -
FJ982247 Great Britam - _ _ _ _ _ . N - ] L v - ] ] ] _ _ _ _ _
FJ982248 Great Britaim - _ _ _ _ _ - N - ] L VvV s ] ] ] _ _ _ _ _
FJ982249 Great Britain - S I - - - - - ] ] .V - E ] S - - - -G
FJ982250 Great Britain - S I - - - ; ; ; ; -V - E ; S ; ; - -G
FJ982251 Great Britain - ; - - - - ; R - N ; ; ; ; ; - - -
FJ982252 Great Britaim - I - - - ; - R - L v - ; ; ; ; - - -
FJ982253 Great Britaim - _ _ _ _ _ R - ] ] ] ] _ _ _ _ G
FJ982254 Great Britain - _ _ _ _ _ _ _ ] ] N ] ] ] _ _ _ _ _
FJ982255 Great Britain - - - - - - - - R - ] ] ] ] ] - - - -G
GQ869539 Germany - ; I - - -G - ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; - -G
GQ869540 Germany - ; I s D - ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; - -G
GQ869541 Germany - ; - - - - ; - R - ; ; ; ; ; . ND ND ND ND ND
GQ869542 Germany - _ _ _ _ _ _ _ ] ] N M - _ _ _ _ _
GQ869543 Germany - _ _ _ _ _ _ _ ] ] L v - ] ] ] _ _ _ _ _
B0461 Brazil M - - - - R - ; ; ; L v - ; ; ; S ; - - -
B2044 Brazil ; ; - - - - ; ; ; ; L v - ; ; ; ; ; - - -
LN1725 Brazil ; ; - - - - ; - P ; N ; ; ; ; ; - - -
B1725 Brazil _ _ _ _ _ _ _ ~ P ] N ] . ND ND ND ND ND ND

Dashes represent amino acid identity with EU200671 sequence, used as a reference strain. ND - Not determined.
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Figure 4. Phylogenetic tree constructed by Bayesian Inference based on nearly-full
length nucleotide sequences of the VP1/VP2 region of PHoV. The symbols refer to
origin of each sequence: A China, ¢ Great Britain, O Germany and e Brazil. All the
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sequences are represented with the accession number from Genbank, exception
Brazilian samples. The trees were statistically evaluated in a bootstrap analysis with
1000 replicates. Bootstrap values higher than 50% are shown at nodes.
4. Discussion

The present study is the first report that addresses the co-infection of PCV2 with
novel porcine parvovirus, such as PPV2 and PHoV, in piglets naturally displaying
PMWS. The co-infection between PCV2 and PPV1, PPV2 or TTV2 was found in all
herds. Studies reported that PPV1 infection is widespread in Brazilian pig herds
(Gouveia et al., 1984; Martins et al., 1984; Bersano et al., 1993; Streck et al., 2011).
Furthermore, studies have been shown that the co-infection with PPV1 in pigs with
naturally acquired PMWS might be an important cofactor in the pathogenesis of some
cases of PMWS (Ellis et al., 2008). In the present study, comparing the occurrence of
both genogroups of TTV, genogroup 2 was more frequently found than genogroup 1. In
other studies, have been shown that despite there was no significant difference between
TTV genogroups in PMWS-affected pigs, TTV2 (77%) was more strongly correlated
with PMWS compared to TTV1 (60%) (Kekarainen et al., 2006; Taira et al., 2009).

Recently, a study indicates the presence of multiple viral infections in PMWS
pigs, such as TTV1 (77%), TTV2 (94%) and porcine boca-like virus (88%) (Blomstrom
et al., 2010). Thus, the presence of other parvovirus, as PPV2 and PHoV in pigs with
PMWS may be other possible infectious co-factors that could be involved in the
syndrome. In the present study, more than 70% and 50% of the samples were positive
for PPV2 and PHoV, respectively. However, it is not possible to determine their role in
co-infection with PCV2, since their properties in infectivity and pathogenicity are not so
far determined. Until now, the presence of PHoV in piglets with PMWS and co-infected
with PCV2 have not been reported, although a previous study co-detected with porcine

reproductive and respiratory syndrome Virus (PRRSV) in positive animals for PHoV
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(Lau et al., 2008). In addition, it was shown that the co-infection of PRRSV and PCV2
increased the clinical impact of porcine dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS)
(Gillespie et al., 2009). In the present work, the samples were not tested for PRRSV
because Brazil is free from PRRSV, according to the Office International des Epizooties
(OIE, 2010).

In the different organs analyzed, the lymph node samples were co-infected by
PCV2 mainly with PPV1. Also, the lung samples presented confection of PCV2, mostly
with PPV1 and TTV2. All the virus were co-infected with PCV2 in kidney samples,
exception TTV1. The co-infection of PCV2 with PPV2 and TTV2 were found more
than 80% in liver samples and the spleen samples presented 100% of co-infection of
PCV2 between PPV1 and TTV2. The viruses distribution in tissues has been shown in
other studies, as PCV2, PPV1, TTV1, TTV2 and PHoV that were found in various
tissues (Wilhelm et al., 2005; Fernandes et al., 2006; Saha et al., 2010; Aramouni et al.,
2010; Lau et al., 2008; Adlhoch et al., 2010). PHoV has been detected in serum, lymph
nodes, nasopharyngeal and faecal samples (Lau et al., 2008). The present study showed
that PHoV can be found in various porcine tissues. There are no studies reporting the
detection of PPV2 in tissues, only in serum (Hijisaka et al., 2001). However, further
studies are necessary in order to determine the role of these agents and interactions with
PCV2 in PMWS.

In the phylogenetic analysis, the Bl and NJ methods in tree construction
presented similar topologies. The sample B0461 clustered with a Great Britain
sequence, sample B2044 presented to be more related with Germany and Great Britain
sequences. And samples B1725 and LN1725 formed a separated branch in the
phylogenetic tree. This close relationship between PHoV Brazilian sequences and

European sequences could be explained by the virus spread through pigs imported from
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Europe to Brazil. In other studies, the phylogenetic analysis was performed comparing
sequences of PHoV, human hokovirus (HHoV) and bovine hokovirus (BHoV) that
showed three different clusters (Szelei et al., 2010; Adlhoch et al., 2010).

In amino acid level were found 148 synonymous changes and 22 non-
synonymous changes. Until now, there is no a PHoV reference strain for comparison
with other sequences and it was not described the possibly important sites in genome
that could be related with virulence and other virus properties. Only in the B0461
sequence were found three amino acid changes (V787—M, Q908—R and N1348—S)
that were not found in the other sequences. Moreover, this sample presented two amino
acid changes, which were also found in sequence B2044. Interestingly, the amino acid
change L1061—P was found in LN1725 and B1725, whereas, in some European and
German sequences was found L1061 —R. The Brazilian samples showed exclusively 4
amino acid changes that were not found in the other analyzed sequences. Then, these
amino acid changes analyzed could show the phylogenetic differences in Brazilian

sequences from the other sequences.

5. Conclusion
Multiple viruses (PCV2, PPV1, TTV2, PPV2 and PHoV) were detected in all
herds, with the exception of TTV1. The lymph node samples displayed the majority of
the positive results for all pathogens. These viruses were elucidated in samples from
2007, showing that these novels parvovirus were circulating in Brazilian herds. Further
studies are required to understand the evolution and prevalence of PHoV in pigs in
commercial herds. Also, studies have yet to be conducted to verify if there is a

correlation between these viruses and elucidate their possible role in PMWS.
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5. DISCUSSAO GERAL

A PCR em tempo real tem sido amplamente utilizada como um método sensivel
e rapido para o diagnéstico de uma gama de patégenos virais (LEMMON e GARDNER,
2008). No primeiro artigo foi estabelecida uma gPCR para deteccdo e quantificacdo da
regido génica conservada NS1 de PPV1 em amostras de soro. Para a padronizacao da
técnica foi avaliada a especificidade, sensibilidade e curva de quantificacdo da qPCR. A
curva de quantificacdo padrido da qPCR demonstrou linearidade variando de 6 x 10°
copias gendmicas por mililitro (gce/mL) a 2 x 10% gce/mL apresentando um valor de
coeficiente de correlagdo (R?) de 0.98. No teste de especificidade, a qPCR ndo
apresentou valores de Cycle threshold (Ct) nos patdgenos do grupo de exclusdo (PCV-2,
CPV, FPV, CFSV, Erisipela e Leptospirose). E todas as cepas de PPV1 testadas,
apresentaram fluorescéncia (Ct), demonstrando uma especificidade de 100%. Outros
estudos tém demonstrado que a gqPCR utilizando a sonda TagMan® apresentou alta
especificidade nos ensaios para PPV1 (CHEN et al.,, 2009; SONG et al., 2010). A
sensibilidade analitica da qPCR apresentou maior linearidade até 5000 gce/mL com
100% de probabilidade de deteccdo de PPV1. No entanto, a andlise estatistica
(PROBIT) demonstrou um limite de deteccdo de 1.250 gce/mL com 50% de
probabilidade de detectar PPV 1.

Na casuistica foram avaliadas amostras de soro de fémeas nuliparas, multiparas
e leitbes saudaveis e leitdes refugos. Nos grupos 1, 2 e 3, as fémeas nuliparas e
multiparas apresentavam-se saudaveis e viviam em condic¢des sanitarias elevadas, por
ISSO, €sses grupos apresentaram um baixo numero de positivos para PPV1. No grupo 4,
foi obtido trés amostras positivas na nPCR e duas na gPCR, e uma das amostras com
carga relativamente alta de 80.890 gce/mL. Apesar desses leitdes apresentarem-se
saudaveis, viviam em baixas condi¢des sanitarias, com risco de infec¢des. Ja no grupo
5, do qual os leitdes eram refugos, foi obtido 0 maior nimero de animais positivos para
PPV1. Essas amostras positivas apresentaram cargas virais que variaram entre 1.025
gce/mL a 794.769 gce/mL.

Comparando os resultados da g°PCR com a nPCR, esta detectou quatro amostras

de soro a mais do que a gPCR, demonstrando maior sensibilidade. A maior
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sensibilidade da nPCR ocorre devido as duas reagdes e os dois pares de iniciadores,
diferentemente da PCR convencional que possui somente uma reagdo com um par de
iniciadores(PRIKHOD’KO et al., 2003). Com isso, no presente estudo a gPCR
apresentou uma sensibilidade de 73% ao ser comparada com a nPCR. Ja, estudos que
compararam gPCR com PCR convencional demonstraram alta sensibilidade nos ensaios
da qPCR (WARRILOW et al., 2002; CHEN et al., 2009; SONG et al., 2010). A gPCR
apresenta uma série de vantagens em relacdo a PCR convencional, como: alta
especificidade, ensaio rapido e preciso, ndo necessita de analise em gel de agarose,
diminuindo o risco de contaminacgdes durante o procedimento (MOLITOR et al., 1991;
SOARES et al., 1999).

A reprodutibilidade avaliada intra e inter-ensaios demonstrou linearidade
variando de 6.000.000 a 48.000 gce/mL e os coeficientes de variacdo de 1.3% - 1.6%
(intra-ensaios) e 1,5% - 1,8% (inter-ensaios). A reprodutibilidade da qPCR pode ser
maior quando comparada com outros métodos de quantificacdo, como a PCR
convencional de competi¢cdo, no entanto, necessita de um controle interno para auxiliar
na quantificacdo, alem de anélise p6s-PCR (LIU et al., 2000).

Ao comparar os métodos da gPCR, o SYBR Green | tem sido utilizado para
deteccdo de PPV (WILHELM et al.,, 2006); no entanto, esse fluoréforo é um
intercalante de dupla-fita de DNA, o que pode ocorrer a ligacdo do SYBR Green | em
qualquer dupla-fita de DNA, gerando reac6es inespecificas. Diferentemente, os métodos
baseados em sonda como TagMan® e molecular beacons ligam-se especificamente na
sequéncia-alvo de acidos nucléicos demonstrando alta especificidade, reprodutibilidade
e sensibilidade para o diagndstico de viroses (HEID et al., 1996; CHEN et al., 2009;
SONG et al., 2010).

Portanto, a qPCR possibilita a determinacao da quantificacdo viral com preciséo,
podendo ser Util para estudos de viremia, patogenicidade e monitoramento de infec¢des
por PPV1 nas granjas (MIAO et al., 2009, FUJIWARA et al., 2011).

O segundo artigo, representa o primeiro relato de co-infeccdo de PCV2 com
novos parvovirus (PPV2 e PHoV) em leitGes apresentando naturalmente a PMWS.

A co-infecgdo de PCV2 com PPV1, TTV2 e PPV2 foi encontrada em todas as
granjas estudadas. Estudos relatam que o PPV1 estd amplamente distribuido nas granjas
brasileiras, (MARTINS et al., 1984; BERSANO et al., 1993; STRECK et al., 2011).
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Além disso, pode agir concomitantemente com PCV2, sendo um importante cofator no
aumento da severidade das lesGes apresentada na PMWS (ELLIS et al., 2000). No
presente estudo, ao comparar a ocorréncia de TTV1 e TTV2, foram obtidas mais
amostras positivas para 0 genogrupo 2 do que para 0 genogrupo 1. Estudos tém
demonstrado que o genogrupo 2 é mais prevalente em animais que apresentam PMWS
(KEKARAINEN et al., 2006; TAIRA et al., 2009). Recentemente, um estudo mostrou a
presenca de mdltiplas infecgdes virais em animais com PMWS, como TTV1 (77%),
TTV2 (94%) and porcine boca-like virus (88%) (BLOMSTROM et al., 2010). No
presente estudo, mais de 70% e 50% das amostras foram positivas para PPV2 e PHoV,
respectivamente. Em razdo disso, esses novos parvovirus podem estar envolvidos na
PMWS, mas ainda néo se sabe o real papel desses virus na patogenia da sindrome. Até o
momento, ndo existem relatos da presenca de PHoV em co-infeccdo com PCV2
apresentando PMWS, no entanto, em um estudo foi detectado PHoV em animais
positivos para PRRSV (LAU et al., 2008). No presente trabalho, ndo foi realizada a
deteccdo de PRRSV nas amostras de leitdes, pois o Brasil é considerado livre desta
doenca, de acordo com Office International des Epizooties (OIE, 2010).

Nos diferentes 6rgdos analisados, ocorreu a co-infec¢do de PCV2 principalmente
com PPV1 em amostras de linfonodos. Além disso, a maioria das amostras de pulméo
apresentou co-infeccdo de PCV2 com PPV1 e TTV2. Todos os virus foram co-
infectados com PCV2 em amostras de rim, com excec¢do TTV1. A co-infeccdo de PCV2
com PPV2 e TTV2 foram encontradas mais de 80% em amostras de figado e as
amostras de bago apresentaram 100% de co-infec¢do de PCV2 com PPV1e TTV2.

A distribuicdo do virus (PCV2, PPV1, TTV1, TTV2 e PHoV) tem sido
demonstrada em outros estudos em variados tecidos (WILHELM et al, 2005;
FERNANDES et al, 2006; SAHA et al, 2010; ARAMOUNI et al, 2010; LAU et al,
2008;. ADLHOCH et al, 2010). No entanto, ndo existem estudos que relatam a detecgéo
de PPV2 em tecidos, somente no soro de suinos (HIJISAKA et al., 2001). J& PHoV foi
detectado no soro, linfonodos, nasofaringea e amostras de fezes (LAU et al., 2008). O
presente estudo mostrou que PHoV pode ser encontrado em varios tecidos de suinos,
como linfonodo, pulméo, rim, figado e bago. No entanto, mais estudos sdo necessarios
para determinar o papel desses agentes infecciosos e as suas interagdes com PCV2 no

desenvolvimento da PMWS.
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Na anélise filogenética, os métodos de Bl e NJ na constru¢cdo da &rvore
apresentaram topologias similares. A amostra B0461 agrupou-se com uma sequéncia da
Gré-Bretanha, a amostra B2044 apresentou-se mais relacionada com as sequéncias da
Alemanha e da Gré-Bretanha. Ja as amostras B1725 e LN1725 formaram um ramo
separado na arvore filogenética. Esta similaridade entre as sequéncias brasileiras de
PHoV e sequéncias européias pode ter ocorrido devido a possivel propagagdo do virus
através da importacdo de suinos vindos da Europa para o Brasil. Em outros estudos, a
analise filogenética foi realizada comparando sequéncias de PHoV, hokovirus humano
(HHoV) e hokovirus bovino (BHoV), demonstrando trés grupos distintos, o suino, o
humano e o bovino (Szelei et al, 2010;. Adlhoch et al, 2010).

Em nivel de aminoacidos foram encontradas 148 mudancas sinénimas e 22
mudangas ndo sindnimas. Até agora, ndo ha uma cepa de referéncia de PHoV para
comparar essas mudancgas ndo sinébnimas nos amino&cidos e ainda ndo foram descritos
sitios importantes no genoma que possam estar relacionados com a viruléncia.

Somente na sequéncia B0461 foram encontradas trés mudancas de aminoacidos
(V787—M, Q908—R and N1348—S), que ndo foram observadas nas outras. Além
disso, esta amostra apresentou duas mudancas de aminodcidos, que também foram
encontradas na sequéncia B2044. Curiosamente, a mudanca L1061 — P foi encontrada
nas sequéncias LN1725 e B1725, que em algumas sequéncias européias e alemas o
aminoacido mudou para L1061 — R. As amostras brasileiras apresentaram
exclusivamente quatro mudangas de aminoacidos que ndo foram encontradas nas
sequéncias analisadas dos outros paises. Portanto, essas mudancas ndo sinénimas dos
aminoacidos da regido VP1/VP2 do PHoV demonstraram diferencas filogenéticas nas
sequéncias brasileiras, além disso, sdo necessarios mais estudos para identificar a
importancia dessas mutacdes e quais 0s sitios que podem estar envolvidos com a

patogenia e propriedades do virus.
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6. CONCLUSOES

1. A gPCR TagMan detectou e quantificou PPV1 na regido altamente conservada
do gene NSL1.

2. A gPCR demonstrou ser um método de diagndstico para PPV1 altamente
especifico, preciso e rapido.

3. A QPCR teve a sensibilidade menor (73%) quando comparada com a nPCR.

4. A padronizacdo da gPCR para deteccdo de PPV1 possibilita a quantificacdo
viral no soro, sendo uma ferramenta Util para estudos de viremia e
monitoramento da infeccdo de PPV1 nas granjas.

5. O primeiro relato de deteccdo de co-infeccdo de PCV2 com novos parvovirus
(PPV2 e PHoV) em leitbes apresentando naturalmente PMWS foi realizado
neste trabalho.

6. Co-infecgdes de PCV2 com PPV1, PPV2, TTV1, TTV2 e PHoV foram
detectadas em cinco diferentes 6rgdos e em oito granjas. As co-infec¢bes com
PCV2 apresentadas foram: TTV2 (86,8%), PPV1 (81,6%), PPV2 (73,7%),
PHoV (55.3%) e TTV1 (5,3%).

7. Esses novos virus (PPV2 e PHoV) foram encontrados em amostras coletadas
em 2007, o que demonstra que estes virus ja estavam circulando nas granjas
brasileiras.

8. As érvores filogenéticas construidas com os métodos Bl e NJ apresentaram
topologias similares. A sequéncia B0461 agrupou-se com uma da Gré-Bretanha.
A sequéncia B2044 apresentou-se mais relacionada com sequéncias da
Alemanha e da Gra-Bretanha. E as amostras B1725 e LN1725 formaram um
ramo separado na arvore filogenética.

9. As sequéncias brasileiras de PHoV apresentaram exclusivamente quatro
substituicdes de aminoacidos (V787—M, Q908—R, L1061—P ¢ N1385—S)
que ndo foram encontradas nas sequéncias analisadas dos outros paises. No
entanto, sdo necessarios mais estudos para identificar a importancia dessas

mutacdes na patogenia e propriedades do virus.
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10. Mais estudos s@o necessarios para compreender a evolugdo e a epidemiologia de
PPV2 e PHoV em rebanhos comerciais de suinos. Além disso, ainda ndo esta

bem claro o papel desses novos parvovirus na PMWS.
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ANEXO 1

Resultados da PCR por Amostra/Lote para cada virus testado: circovirus suino 2
(PCV2), parvovirus suino 1 e 2 (PPV1 e PPV2), torque teno sus virus 1 e 2 (TTV1 e
TTV2), e hokovirus suino (PHoV). As siglas representam os 6rgdos (LN: linfonodos,
PL: pulmdes, RN: rins, FG: Figado e B: baco). Numero: 1 sdo as amostras positivas e
namero 0: sdo as amostras negativas.

Amostras/
Lotes PCV2 PPV1 PPV2 TTV1 TTV2 PHoV
LN/0461

A PL/0461
RN/0461
B/0461
LN/0772

B PL/0772
RN/0772
FG/0772
LN/0987
PL/0987

C RN/0987
FG/0987
B/0987
LN/1467
PL/1467

D RN/1467
FG/1467
B/1467
LN/1430
PL/1430

E RN/1430
FG/1430
B/1430
LN/1742
PL/1742

F RN/1742
FG/1742
B/1742
LN/1725
PL/1725

G RN/1725
FG/1725

P R RPRRPRRPRRPRPRRPRRPEPPRRPRREPPRPRPRREPRPRREPR|IPRERR
P P RPRFPOORRIFPFRORRIPORRPRRELPIPRPORRIORRELR|IPEOLPR
P P RPRPRPO0OO0OOORFRPLROOORRPLRPRPRPROODORRPRRPRRERIRPRPRELRIPRERR
eNeoleoNeolleoleoleololNollol ol eoleololloleoleloeolNoeollololelNoeolollol ol olNoeoRlieRNoll i)
PP RPRRFPRPRRPROFRPRPRRPRRPIPRPRRPROPRPRRPRRPRREPIRPRERLRELEOIPOLRLR
coocoprbro0ookrRrpPrPrpPoOoOococopPrPooocoooooooiRPFRPRFRPRPRPPRPORFRPRFRPREPIFPEPRERO



B/1725

LN/2044
PL/2044
RN/2044
FG/2044
B/2044

R N N e

e

R S = I N N

R N N e

Total

NO O O O B+ |O
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