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Resumo
MIOTTO, Rovian Detecc, a o De Diferentes Geno tipos De Circovirus Sui no Tipo
2 (PCV2) Em Amostras Cli nicas De Sui no. 2023. 42f. Dissertagio (Mestrado em
Ciéncias) - Curso de Pos-Graduacdo em Producdo e Sanidade Animal, Pré-reitora de
Pesquisa, Pds-Graduacdo e Inovacdo, Instituto Federal Catarinee, Concérdia, 2023.

A circovirose suina é uma das doencas da producdo que mais impacto gera na suinocultura
comercial. E causada pela infecgdo de um virus, o circovirus suino tipo 2 (PCV2). Os PCV2 sdo
virus resistentes, pequenos, de genoma DNA circular, todavia apresentam elevada taxa de
mutacdo, semelhante aos virus de genoma RNA. Atualmente existem 4 tipos de PCV
identificados: PCV1, PCV2, PCV3 e PCV4. O PCV2 é classificado em 9 diferentes genétipos (a-i).
A circovirose ndo é uma doenga nova, mas sua apresentacdao mudou nos ultimos anos,
principalmente apds a ampla utilizacdo de vacinas comerciais para PCV2. E o PCV2 tem
evoluido geneticamente, o que leva a necessidade de monitorar rebanhos vacinados quanto a
aspectos clinicos e genotipicos. Neste trabalho, foram analisadas 333 amostras clinicas de
suinos positivas para PCV2. As amostras eram de diversos tecidos, de varios estados do Brasil
e de diferentes fases de producao. O objetivo foi padronizar uma rea¢ao de PCR convencional
que fosse de baixo custo e de facil acesso, visando genotipar os trés principais gendtipos
existentes atualmente, sendo PCV2a, PCV2b e PCV2d, inclusive identificar co infeccbes dos
diferentes gendtipos do PCV2 e também co infecgdes com PCV3. Os controles positivos da
reacdao foram obtidos através de sequenciamento de amostras selecionadas aleatoriamente.
Do total de amostras analisadas, foi possivel genotipar 266 delas. O gendtipo mais frequente
nas amostras estudadas foi o PCV2b, ocorrendo em 56,77% das amostras positivas,
principalmente em amostras de creche. Contudo, o PCV2d estava presente em 33,10% das
amostras, principalmente em amostras de suinos de terminacdo e nas amostras obtidas de
matrizes. Todas as amostras recebidas foram positivas para PCV2b, o que comprova que o
PCV2b causa doenca sistémica em suinos. O PCR desenvolvido ao ser comparado com um kit
comercial foi eficaz e apresentou otimos resultados em genotipagem do PCV2. Com esse
estudo, pode-se notar que o PCV2b continua sendo o mais prevalente nas granjas de suinos
no Brasil e continua causando problemas na suinocultura. Importante ressaltar que no Brasil, a
maioria das vacinas comerciais sdo para o PCV2a, indicando a importancia de se realizar o
diagndstico adequado e estudar a necessidade da atualizacdo das vacinas para os gendtipos
que estdo circulando atualmente, mesmo que a vacina para PCV2a forneca protecdo
heterdloga para os outros genétipos. Desta forma, a PCR desenvolvida aqui é uma ferramenta
rapida e de relativo baixo custo para ser utilizada.

Palavras-chave: Genotipagem; PCR; PCV2a; PCV2b; PCV2d.



Abstract

MIOTTO, Detection of Different Genotypes of Porcine Circovirus Type 2 (PCV2)

in Clinical Samples of Pigs.. 2023. 42f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) - Curso de

P&és-Graduagdo em Producgao e Sanidade Animal, Pré-reitora de Pesquisa, Pés-Graduagdo e
Inovacdo, Instituto Federal Catarinense, Concérdia, 2023.

Porcine circovirus disease (PCVD) is one of the most impactful diseases in commercial pig
production. It is caused by the infection of a virus, Porcine circovirus type 2 (PCV2). PCV2is a
small, circular DNA virus that is highly resistant and has a high mutation rate, similar to RNA
viruses. Currently, four types of PCV have been identified: PCV1, PCV2, PCV3, and PCV4. PCV2 is
classified into 9 different genotypes (a-i). Although it is not a new disease, the presentation of
PCVD has changed in recent years, mainly due to the widespread use of commercial
vaccines for PCV2. PCV2 has also evolved genetically, requiring monitoring of vaccinated herds
for clinical and genotypic aspects. This study analyzed 333 clinical samples of pigs that tested
positive for PCV2 from various tissues, states in Brazil, and production phases. The objective
was to standardize a low-cost, easily accessible conventional PCR reaction to genotype the
three main genotypes of PCV2, namely PCV2a, PCV2b, and PCV2d. Additionally, the study
aimed to identify co-infections of different PCV2 genotypes and co-infections with PCV3.
Positive controls for the reaction were obtained through sequencing randomly selected
samples. Of the total samples analyzed, 266 were genotyped. PCV2b was the most frequent
genotype found, occurring in 56.77% of the positive samples, mainly in nursery samples.
However, PCV2d was present in 33.10% of the samples, mainly in finishing pigs and in samples
obtained from breeding sows. All samples received were positive for PCV2b, confirming that
PCV2b causes systemic disease in pigs. The PCR developed in this study was compared to a
commercial kit and proved to be effective, presenting excellent results in PCV2 genotyping.
This study shows that PCV2b remains the most prevalent in pig herds in Brazil and continues to
cause problems in pig farming. It is important to note that in Brazil, most commercial
vaccines are for PCV2a, indicating the need to perform adequate diagnosis and study the need
for updating vaccines for the genotypes currently circulating, even though the vaccine for
PCV2a provides heterologous protection for other genotypes. Thus, the PCR developed here
is a fast and relatively low-cost tool to be used.

Keywords: Genotyping; Circovirus; PCV2a; PCV2b; PCV2d;
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1.1

CONTEXTUALIZAGAO DO PROBLEMA E ESTADO DA ARTE
Historico

Em 1974, foi identificado o primeiro circovirus suino (PCV1) por
pesquisadores na Alemanha, este sendo encontrado contaminando cultivo celular
em linhagem de células renais de suinos (PK-15) (TISCHER; RASCH; TOCHTERMANN,
1974). O PCV1 foi classificado como ndo patogénico, devido aos animais
experimentalmente infectados, ndo apresentarem sintomatologia clinica e
altera¢des morfoldgicas compativeis com a doenca (ALLAN et al., 1995).

Na década de 90, um novo tipo de PCV foi associado a uma sindrome
descoberta, a qual apresentava definhamento e perdas de suinos recém
desmamados, assim foi denominada de Sindrome Multissistémica do
Definhamento dos Suinos (SMDS) (ALLAN et al., 1998). Esta nova sindrome era
causada por um PCV, similar ao PCV1, que foi denominado PCV2 (OPRIESSNIG;
MENG; HALBUR, 2007). No Brasil, os primeiros casos de PCV2 foram descritos no
ano de 2000 no estado de Santa Catarina (ZANELLA; MORES, 2000; CIACCI-ZANELLA
e MORES, 2003), posterior a isso, foi se disseminando, sendo encontrado em todos
os sitios de producdo de suinos no Brasil.

O PCV2 evoluiu rapidamente nas ultimas décadas. A primeira mudanca
ocorreu em 2003, do gendtipo PCV2a para PCV2b, o qual se tornou mais comum,
estando associado a um quadro mais grave da doenga (CIACCI-ZANELLA, 2017). Em
2012, um mutante do genétipo PCV2b, conhecido como mPCV2b, foi isolado de
rebanhos de suinos vacinados em todo o mundo, incluindo o Brasil, sendo mais
tarde denominado PCV2d (KWON et al., 2017).

Em 2015 nos EUA, um novo PCV foi descoberto. Classificado como PCV3
causava sintomatologia respiratdria, inflamagao multissistémica e cardiaca, falhas
reprodutivas, e Sindrome da Dermatite e Nefropatia Suina (PNDS) (PALINSKI et al.,
2017; PHAN et al., 2016). Ambos PCV3 e PCV2 apresentam sinais clinicos similares

no suino infectado, dificultando o diagndstico (PALINSKI et al., 2017). Além disso, o



1.2

PCV3, é importante em coinfec¢des com outros virus, como por exemplo PCV2
(VARGAS-BERMUDEZ; MOGOLLON; JAIME, 2022; WANG et al., 2020), diarreia
epidémica dos suinos (PEDV) (GUO et al., 2020), sindrome reprodutiva e respiratoria
dos suinos (PRRS), peste suina classica (CFSV) (CHEN et al., 2019), torque teno virus
(RITTERBUSCH et al., 2012) e com outras bactérias que afetam a producdo de suinos
(KIM et al., 2018).

Em Hunan, na China, em 2019 um novo PCV, denominado PCV4 foi
descoberto por ZHANG et al., 2020, sendo identificado em amostras de soro de
suinos. Os animais apresentavam sinais entéricos, respiratérios e, também,
observou-se PDNS, diagnosticado em suinos clinicamente sauddaveis e em animais
doentes (VAN-GIAP NGUYEN et al., 2021), porém o PCV4 estd restrito apenas ao
continente Asiatico (WANG et al., 2022). No Brasil até o presente momento nao

existem trabalhos que buscaram a identificagao do PCV4 nas granjas de suinos.

Circovirus suino Tipo 2 (PCV2)

Segundo OUYANG et al., 2019 o PCV2 é considerado um dos patégenos mais
importantes na suinocultura atual, assim o PCV é um dos virus mais estudados
atualmente (SILVA; CASTRO, 2022).

O PCV2 estd globalmente distribuido em quase 100% das granjas de suinos.
Mas, atualmente, a maioria dos suinos sdo assintomaticos e a manifestacao é
subclinica (SEGALES, 2012). Até o momento 9 gendtipos de PCV2 est3o descritos na
literatura (PCV2a a PCV2i) (FRANZO; SEGALES, 2018; WANG et al., 2020; YAO et al.,
2019), isso se deve a alta taxa de mutacdo apresentada pelo virus, comparado

muitas vezes as taxas de mutacdo de virus RNA (FIRTH et al., 2009).



Figura - Estruturas do Circovirus. (A) Microscopia eletrénica, aumento de 250.000 vezes. (B) VisGo

tridimensional do PCV-2. Adaptado de DEZEN, 2007.

Como apresentado anteriormente, dentre todos os gendtipos de PCV2
existentes, o PCV2a foi o primeiro descrito (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007),
durante a década de 1990 até os anos 2000. O PCV2a, foi o mais prevalente nas
granjas de suinos (KWON et al., 2017), causando diversos problemas para a
suinocultura, sendo principalmente relacionado a SDMS. J4 nos anos de 2003 a 2005
o PCV2a foi substituido pelo PCV2b, que também foi associado a surtos clinicos e
altas taxas de mortalidade (CIACCI-ZANELLA, 2017). O PCV2 continou evoluindo e,
em 2012, um novo gendtipo passou a ser descrito. Inicialmente denominado PCV2b
mutante (mMPCV2b) este virus apresentava 3 aminoacidos extras no final da ORF-2
gue codifica a proteina do capsideo viral, e o virus foi associado a falhas vacinais
(CIACCI- ZANELLA et al., 2015). Desta forma, o PCV2b mutante foi reclassificado
como PCV2d (CIACCI- ZANELLA et al., 2015; KWON et al., 2017), o qual vem se
disseminando globalmente (FRANZO ID; SEGALES, 2018). Presentemente, este é o
gendtipo mais prevalente nas granjas de suinos de todo o mundo (KWON et al.,
2017).

Quanto ao gendtipo PCV2c, este foi apenas encontrado em amostras de

suinos na Dinamarca e em suinos ferais no Brasil, ndo apresentando importancia



clinica (DUPONT et al.,, 2008; FRANZO et al.,, 2015). O PCV2e foi encontrado
primeiramente em amostras de suinos no México e em granjas na China (HARMON

et al., 2015; LIU et al., 2018), tendo sido isolado por PARK; CHAE, 2021.
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Figura 2. Organizagdo do Genoma do PCV2 com as duas ORF’s principais. Adaptado de ZHAI et al.
2014.
1.3 Doengas associadas ao PCV2
Diversas doencgas estdo associadas ao PCV2, as quais também podem ser
classificadas em infecgdes subclinicas e infecgdes clinicas (SEGALES, 2012). Como é
de conhecimento, o PCV2 possui como alvo primario de replicacdo os tecidos
linfoides, causando infeccdo, lesdao que pode se tornar mais severa pela coinfeccao

com outros patégenos (MENG, 2013).



1.3.1 Infecgdes subclinicas

O PCV2 é endémico em todos os sitios de producdo de suinos do mundo
(OPRIESSNIG et al., 2020), e as infec¢gdes subclinicas sdo as mais prevalentes.
Mesmo sem sinais clinicos caracteristicos e perceptiveis da infec¢ao de PCV2 nos
suinos, as perdas em indicadores zootécnicos como ganho de peso, conversado
alimentar, condi¢dao corporal, peso da carcaga, dentre outros sao observados
(SEGALES, 2012).

O PCV2 causa uma deplegao do sistema linféide devido ao tropismo primario
do virus, assim causando uma imunossupressdo dos suinos acometidos (SEGALES;
ROSELL; DOMINGO, 2004). A doenca e os sinais clinicos podem ser exacerbados
quando o animal apresenta coinfec¢gdes com outros patégenos, como o virus da
Sindrome Reprodutiva e Respiratéria dos suinos (PRRSV) (ALLAN et al., 1999),
Parvovirus (PPV) (ALLAN et al., 1999), Mycoplasma hyopneumoniae (OPRIESSNIG et
al., 2004), ou até mesmo outro genétipo do PCV, ou tipo como o PCV3 (KLAUMANN
et al., 2018) ou PCV4 (SUN et al., 2021).

1.3.2 InfecgOes Clinicas

Algumas sindromes estdo associadas a infeccao pelo PCV2, como a sindrome
do definhamento multissistémico (SMDS), que é a de maior importancia por causar
perdas econOmicas significativas para os produtores de suinos em todo o mundo
(CHAE, 2005). Os sinais clinicos mais importantes sdo a caquexia, dispneia,
linfoadenopatia, diarreia, palidez e ictericia (HARDING et al., 1998).

A infeccdo pelo PCV2 pode causar doencas com outros sinais clinicos como
as respiratorias que fazem parte do complexo de doencas respiratdrias. Outras
manifestacdes incluem falhas reprodutivas, enterite granulomatosa, linfadenite
necrosante, epidermite exudativa e tremor congénito, que podem estar presentes
nas granjas de suinos. Devido a isso, o termo "doencas sistémicas associadas ao

Circovirus Suino (PCVAD)" passou a ser usado.



Este pode causar doenga entérica em suinos, que se caracteriza por
sintomas como diarreia, lesdes de enterite granulomatosa e reducdo do tecido
linfoide, incluindo as placas de Peyer, no intestino dos animais afetados (CIACCI-
ZANELLA, 2017).

A infeccdo por PCV2 pode afetar a fertilidade, a gestacdo e a sobrevivéncia
dos leitdes, resultando em prejuizos significativos para a suinocultura (ZHANG et al.
2019). Pode ocasionar o aumento do numero de abortos e natimortos, a
diminuicdo da fertilidade e a redugao no tamanho da leitegada, a infec¢ao por PCV2
pode afetar a qualidade do sémen em machos suinos, reduzindo a fertilidade e a
taxa de sobrevivéncia dos leitdes, e o PCV2 pode causar abortos e diminuir o peso
dos leitdes ao nascer, além de aumentar a mortalidade neonatal (SHI et al., 2020).

O PCV2 tem sido associado a varias doencas respiratdrias em suinos,
incluindo pneumonia intersticial, broncopneumonia, pneumonia necrotizante e
pneumonia granulomatosa (SEGALES, 2012). A infeccdo por PCV2 pode agravar
outras infecgdes respiratérias em suinos, como a infecgdo por Mycoplasma
hyopneumoniae e Actinobacillus pleuropneumoniae, além disso, a coinfeccdo de
PCV2 com outros virus respiratérios, como o Virus da Influenza Suina (SIV), pode
levar a uma piora dos sintomas e a um aumento da mortalidade em suinos
(OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).

A PNDS caracteriza-se por apresentar lesdes cutaneas e nefrite intersticial
em suinos de diversas idades. A PDNS é distinta, com maculas e papulas vermelhas
a escuras bem delimitadas (PALINSKI et al., 2017). Os rins costumam estar
aumentados e palidos e apresentam petéquias corticais. Histologicamente, o PDNS
é caracterizado por vasculite necrosante sistémica, juntamente com glomerulite e

nefrite intersticial (DROLET et al., 1999).



1.4 Diagnéstico e Controle de PCV2
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E importante associar os sinais clinicos com a presenca do agente e lesdes
caracteristicas. A utilizagao da Imunohistoquimica para diagndstico da SMDS e
também em falhas reprodutivas foi muito utilizada (HANSEN et al., 2010). Quanto a
infeccdo sistémica, OPRIESSNIG et al., 2006 sugerem que é necessario que o
antigeno de PCV2 seja demonstrado em mais de um tecido linféide analisado
(linfonodo, baco e tonsila, por exemplo).

Tendo em vista que as vacinas atualmente sao baseadas nos gendtipos "a"
e "b" do PCV2, estas conferem um certo grau de protecdo heterdloga contra os
novos genotipos existentes. Porém a utilizacdo de vacinas homaélogas oferece uma
melhor protegdo frente as infec¢des de PCV2. Todavia, além da monitoria da
eficacia das vacinas, pode-se considerar a atualizagao das vacinas para os gendtipos
circulantes em cada regido ou pais quando as perdas sdo significativas (CIACCI-
ZANELLA, 2017).

O controle do PCV2 nas granjas de suinos envolve uma combinagdo de
medidas de biosseguranca, vacina¢do, manejo e monitoramento regular do status
sorolégico e genotipico do rebanho. A implementacdo de um programa efetivo de
controle do PCV2 pode ajudar a reduzir a disseminacdo da doenca e minimizar seu

impacto na suinocultura.

Reag¢dao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Segundo, (TYRRELL, 1997) a PCR consiste na detecgdo e amplificagdo in vitro
de regiGes especificas de acidos nucléicos (DNA ou cDNA). Devido a sua
sensibilidade e especificidade, simplicidade de montagem da reacdao e facil
execucdo, a PCR, vem sendo utilizada em varias aplicacdes nos ultimos anos, tanto
para a deteccdo de patdgenos causadores de doencas, identificacdo de genes,

doencas hereditarias e em pesquisas forenses.



O principal objetivo da realizagdo da PCR é multiplicar um segmento do DNA
ou cDNA (no caso de virus RNA), buscando o diagndstico, mesmo com baixas
quantidades de DNA nas amostras. Tal multiplicagdo depende de alguns
componentes como DNA, Primers, DNTP's, Taq polymerase e, também, um
termociclador que divide a rea¢dao de PCR em trés etapas basicas (desnaturagao,
anelamento e extensdo) (SANTOS; STERNBERG; ALMEIDA, 2014) conforme

demonstrado na figura 3.
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Figura 3. Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com os componentes necessdrios e etapas. Fonte:
https://www.bosterbio.com/protocol-and-troubleshooting/molecular-biology-principle-pcr



2 OBIJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar genotipicamente as atuais infeccoes por circovirus suino.

2.2 Especificos

e Padronizar o teste de PCR para os trés gendtipos mais prevalentes de PCV2

n(PCV2a, PCV2b e PCV2d) que seja barato e de facil acesso;

e Caracterizar a presenca de PCV2b e PCV2d nas amostras clinicas de campo

estudadas;

e Verificar a presenca de coinfeccoes entre os genodtipos de PCV2 e qual genédtipo

esta mais presente em co infeccoes com PCV3.
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3 DETECCAO DE DIFERENTES GENOTIPOS DE CIRCOVIRUS SUINO
TIPO 2 (PCV2) EM AMOSTRAS CLINICAS DE SUINOS

Rovian Miotto'3; Caroline PissettiZ; Luis Carlos Bordin3; Janice Ciacci Zanella3

1. Mestrado Profissional em Producdo e Sanidade Animal. Instituto Federal

Catarinense (IFC);
2. Centro do Diagnostico de Sanidade Animal (CEDISA);
3. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) suinos e aves.
3.1 Introducgdo

Os circovirus sdo os menores virus de DNA fita simples de replicacdo autébnoma,
ndo envelopados e com simetria circular (MANKERTZ et al., 1997). Este virus pertence a
familia Circoviridae, género Circovirus (ALLAN et al., 1995). Até o momento foram
identificados quatro tipos de circovirus suinos (PCV) capazes de infectar suinos, que sdo
os: PCV1, PCV2 e os mais recentes descobertos PCV3 e PCV4 (ZHAI et al., 2019; ZHANG
et al., 2020).

O genoma do PCV2 possui de 1767 a 1768 nucleotideos, contém duas ORFs
principais, localizadas em fitas opostas, ORF-1 e ORF-2, nas quais codificam proteinas
relacionadas a replicacdo e do capsideo, respectivamente (FINSTERBUSCH et al., 2005).
Pela alta variabilidade genomica identificada nos isolados de PCV2, este foi dividido em
genotipos baseados na ORF-2 ou em sequéncias do seu genoma completo (FRANZO et
al., 2016). Atualmente o PCV2 é classificado em nove gendtipos: PCV2a a PCV2i (BAO et
al., 2018; FRANZO; SEGALES, 2018; LV et al., 2020; RAJKHOWA et al., 2021; WANG et al.,
2020)

A vacinagdo, e a utilizagao de medidas de controle dos fatores de risco visando
reduzir a disseminacdo e severidade da doencga, sdo as agdes mais eficientes para
controlar a circovirose na espécie suina (SEGALES, 2015). Ha diversas vacinas comerciais
disponiveis atualmente, a maioria baseada no gendtipo “a” (PCV2a) do circovirus suino

(ZANELLA; MORES; DE BARCELLOS, 2016). Todavia, com o aumento da diversidade dos



11

genotipos circulantes, se questiona a necessidade do desenvolvimento de vacinas mais
eficazes, com atualizagcdes e/ou inclusdo de gendtipos nas vacinas (OUYANG et al.,
2018).

O PCV2 tem sido descrito como um dos principais patégenos virais que
acometem suinos e causam perdas significativas a suinocultura mundial, desde sua
descoberta (KARUPPANNAN; OPRIESSNIG, 2017). J& as espécies mais recentes
descobertas como PCV3 e PCV4 (este ultimo restrito em alguns paises da Asia), alertam
o setor para um possivel aumento na distribuicdo mundial, ou um agravamento da
circovirose devido a coinfeccdo com o PCV2. Contudo, sao necessarios mais estudos com
respeito a epidemiologia, patogénese, variantes genotipicos, imunogenicidade,
coinfecgbes, dentre outros aspectos relacionados com estes novos PCVs (OPRIESSNIG et
al., 2020).

As perdas causadas por infeccbes de PCV2 na suinocultura podem variar
dependendo do grau de infec¢ao e das condi¢cdes de produgdo. No entanto, estudos
indicam que essas perdas podem ser significativas em termos financeiros. Um estudo
realizado em 2016 por SCHUENEMANN et al., estimaram que a infecgdo por PCV2 pode
causar perdas econdmicas de até 2,45 ddlares por porco abatido nos Estados Unidos, ja
outro estudo realizado na Unido Europeia por GREENHALGH et al., 2017 mostram que
o PCV2 pode causar perdas de até 5,5 euros por porco abatido, além de gastos com
medicamentos para tratamento dos animais.

Tendo em vista os danos causados pelo PCV2 para a producdo de suinos e o
impacto econ6mico causado, o objetivo deste trabalho foi caracterizar os gendtipos de
PCV2, buscando padronizar o teste convencional de PCR para trés dos nove genétipos
circulantes atualmente; estimar a presenca de PCV2a, PCV2b e PCV2d a campo; a
presenca de coinfeccOes entre os gendtipos e qual gendtipo estava mais presente em
coinfecgdes com PCV3, sendo uma medida de diagndstico rapida e eficaz apresentando

um baixo custo.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Comite de Etica

O estudo nao envolveu nenhuma amostra humana, e todas as amostras usadas
eram suinas e provenientes de diagndstico do laboratdrio do Centro de Diagndstico de
Saude Animal (CEDISA). Assim, o estudo ndo necessitou ser apresentado a comités de

ética.

3.2.2 Obteng¢ao das amostras

Amostras de casos clinicos e com diagndstico positivo para PCV2 e PCV3 foram
obtidas através do Centro de Diagndstico de Saude Animal (CEDISA) em Concérdia, SC
através de convénio técnico-cientifico com a Embrapa Suinos e Aves. Um total de 333
amostra de diagndstico foram analisadas neste estudo.

As amostras incluiam um total de 105 amostras de soro, 10 de Utero, 4 de suabes
de reto, 3 de rim, 50 de pulmao, 6 de linfonodo, 31 de intestino, 61 de fetos (natimortos,
mumificados), 2 de cérebro e 58 de pool de érgdos (figado, rim, pulmao, baco,
linfonodos, coragao).

No CEDISA, visando a Identificacdo de PCV2 nas amostras, estas foram
submetidas a um pré-tratamento com ATL (Qiagen) e proteinase K, a 56°C com agitacao,
overnight, sendo amostras dos mais diferentes érgdos que foram coletadas de acordo
com a suspeita clinica. O DNA viral foi extraido usando um kit comercial (IndiMag
Pathogen Kit, Indical Bioscience) em extracdo automatizada por IndiMag 48s (Indical
Bioscience), visando a identificagdo de PCV2 através de uma PCR quantitativa (gPCR).

A reacdo de gPCR para diagnéstico de PCV2 foi realizada visando a amplificacdo
de wuma regido do gene Cap utilizando-se os primers PCV2_F (5'-
CCAGGAGGGGCGTTGTGACT-3') e PCV2_R (5'-CGCTACCGTTGGAGAAGGAA-3') e a

sonda PCV2_S (5'-AATGGCATCTTCAACACCCGCCTCT-3') conforme
previamente descrito (OLVERA et al., 2004). Para a execucdo da gPCR, 2,5 uL de DNA

extraido foram adicionados a uma mistura GoTaq® Probe gPCR master mix (Promega),
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1,25 uM e 0,5 uM de primer especifico e sonda, respectivamente. O sinal de
fluorescéncia foi realizado ao final de cada fase de extensao do ciclo, no termociclador
QuantStudioTM Flex 6 (Applied Biosystems). Todas as amostras com Ct < 38,00 foram
consideradas positivas.

As amostras sdao representativas dos anos de 2021 e 2022, sendo 65 e 268
amostras, respectivamente. As amostras analisadas sdao de suinos de idades diversas
(desde suinos de reposicdo até animais na fase determinacdo), e das mais diferentes
localidades do Brasil, sendo principalmente dos estados do Sul do Brasil (Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul) (267/333), e demais estados como Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo, também de importancia para a producao

de carne suina.

3.2.3 Controles Positivos

Com o objetivo de se obter os controles positivos da reacao, 20 amostras foram
escolhidas aleatoriamente e submetidas a reacao de sequenciamento. A reacdo de
sequenciamento foi realizada com primers descritos anteriormente por Dupont et al.,
2008, buscando amplificar a regido da ORF-2 do virus. Com isso, foi possivel obter
controles para os gendtipos de PCV2b e PCV2d. Ja para o PCV2a, foi utilizado uma
amostra de referéncia, presente no banco da Embrapa, no qual esta, havia sido
sequenciada previamente por GAVA et al., 2018. Apds isso, as amostras sequenciadas
foram testadas com o objetivo de validar o teste de PCR, resultado do teste dos

controles estd exemplificado na figura 4.
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Figura 4. Controles positivos de cada genétipo. PCV2a (277pb); PCV2b (277pb) e PCV2d (343pb)
usando marcador de 100pb.

3.2.4 Reagdo de PCR para genotipagem

Cada amostra foi testada individualmente para cada um dos trés gendtipos de
PCV2 de interesse. A PCR foi baseada na ORF-2 do circovirus que é a regido que
apresenta maiores taxas de diversidade. As sequéncias de primers utilizados, estao
demonstradas na figura 5. Os primers foram diluidos a 10 pmol, e a reacdo usou 2,5 ul
de Buffer, 1 ul com 25mmol de MgCl2, 1 ul de dntp, 0.6 pul de cada primer e ainda 2ul de
DNA de cada amostra, porém, ndo foi realizada a quantificacdo dos DNAs.

As condi¢Ges de PCR utilizadas foram de: pré-desnaturagdo a 94°C durante 1
minuto, 35 ciclos com desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30
segundos, extensdo a72°C por 1 minutoe uma extensao final a72°C durante 10 minutos,
conforme descrito por KIM et al.,, 2018. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1% e visualizados em luz UV apds coloragdo de

Brometo de Etidio a 2%.
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Atualmente ha diversos testes no mercado capazes de realizar a genotipagem de

PCV2, tendo em vista isso, foi possivel realizar a avaliacdo da concordancia do nosso

teste de PCR frente a um kit comercial de gPCR (Kylt® PCV-2 Typing kit) em relacdo a

sensibilidade do teste e especificidade quanto a genotipagem do PCV2.

Nome do Sequéncia de nucleotideo ( 5'- 3') Tamanho Referéncia
primer do
produto
PCV2ab - F GGT TGG AAG TAATCA ATA GTG GA KWON et al., 2017
277pb
PCV2a-R GGG GAA CCAACAAAATCTC KIM et al., 2018
PCV2ab - F GGT TGG AAG TAA TCA ATA GTG GA KWON et al., 2017
277pb
PCV2b - R GGG GCT CAAACCCCCGCTC HESSE; KERRIGAN;
ROWLAND, 2008
PCV2d - F GGT TGG AAG TAATCG ATTGTCCT
343 pb KWON et al., 2017
PCV2d - R TCA GAA CGC CCT CCT GGA AT

Figura 5. Primers utilizados no estudo de genotipagem

3.3 Resultados

Das 333 amostras analisadas, foi detectada a presenca de PCV2a, PCV2b ou

PCV2d em 266 amostras testadas. Em 67

amostras ndo foi possivel realizar a

genotipagem, conforme apresentado na figura 6. Acredita-se que isso tenha ocorrido

devido a qualidade do DNA. Todavia, ndo foi possivel reextrair o DNA, devido as

amostras originais terem sido descartadas. De todas as amostras genotipadas, nenhuma

foi positiva para PCV2a. J4 151 foram positivas para PCV2b, 88 foram positivas para

PCV2d e 27 amostras apresentaram coinfeccdo entre os dois gendtipos (PCV2b e

PCV2d), conforme demonstrado na figura 7.




B Genotipadas

® N3o Gendtipadas

Figura 6. Porcentagem de amostras que foram passiveis de genotipagem e amostras que ndo foi
possivel encontrar gendtipos.
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Figura 7. Porcentagem de amostras positivas para cada gendtipo e que apresentaram coinfecgéo

Nas mais diferentes amostras recebidas, o PCV2b foi detectado mais

frequentemente em amostras de cérebro (2/2), linfonodos (6/6), fezes (3/3) e uUtero

(3/3). Ja para PCV2d, as amostras de soro foram as mais frequentemente positivas,

apresentando 43 amostras positivas para este gendtipo em 81 positivas no total,

16
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conforme demonstrado na Figura 8. Assim, observa-se que o PCV2b esta distribuido em

todos os tipos de amostras recebidas. As amostras de suabe retal, foram as que mais

apresentaram coinfeccdo entre o gendtipo de PCV2b e PCV2d.
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Figura 8. Amostras recebidas e positivas por cada tipo de amostra e cada genétipo mais

prevalente em cada amostras.

O estado que mais apresentou positividade, foi o estado do Mato Grosso do Sul,

sendo que em 100% das amostras foi possivel realizar a genotipagem, conforme Figura

9. Conforme mencionado acima, a maior parte das amostras foram recebidas dos trés



18

estados do Sul (Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina), que representam a maior
producdo de suinos do Pais. Com relacdo a distribuicdo de gendtipo por estado, o PCV2b
foi mais frequentemente detectado em amostras do estado do Parana (61,99%), o
PCV2d no estado de Sao Paulo, mas no Mato Grosso do Sul foi onde se apresentou as
maiores taxas de coinfecgdo entre os dois gendétipos encontrados.
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Figura 9. Amostras recebidas por cada Estado Brasileiro, demonstrando a positividade de das
amostras e também gendtipo mais presente em cada uma delas

Quanto a fase produtiva, a maior quantidade de amostras genotipadas foi na fase
de Terminagao, na qual PCV2d foi o gendtipo mais detectado em 62 amostras, enquanto
o PCV2b foi detectado em 41 amostras. Ja na fase de creche o gendtipo mais prevalente
foi o PCV2b, estando presente em 51 amostras, sendo o PCV2d detectado em 11

amostras. As maiores taxas de coinfec¢do de PCV2b e PCV2d foram encontradas em

" pcvab e Pov2d

160
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amostras da terminagdo, um total de 20 amostras. As maiores taxas de PCV2b foram
encontradas nas amostras que ndo foram informadas em que fase de producdo eram
provenientes e o PCV2d esteve mais presente nas amostras de matrizes, conforme

mostrado na figura 10.
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Figura 10. Grdfico apresentando as diferentes fases de produgéo, com os gendtipos mais positivos
e o total de amostras positivas.

3.3.1 Coinfecgoes

Quanto a coinfeccdes, 27 amostras apresentaram coinfeccdo dos gendtipos de
PCV2b e PCV2d. Contudo, nenhuma outra coinfeccdo entre gendtipos de PCV2 foi
encontrada e a maior parte das coinfec¢des foram encontradas em amostras obtidas de
suabes, representando 66,67% das amostras positivas.

Quanto as coinfec¢des com PCV3, 26 amostras apresentaram-se positivas para
PCV2 e PCV3. As amostras oriundas de fetos foram as que mais apresentaram

positividade de coinfeccdo entre os gendtipos. Além disso, foi possivel observar uma
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maior presenca de amostras do gendtipo "b" nestas coinfe¢des, ou seja, 20 amostras
positivas para PCV2b e 5 amostras positivas para PCV2d. Apenas uma amostra

apresentou positividade para coinfeccao de PCV2b, PCV2d e PCV3.

PCV2+ PCV3
8,9%

PCV2b+ PCV2d
9.2%

PCV2b
51,7%

PCVvad
30,1%

Figura 11. Grdfico apresentando as porcentagens de amostras com coinfecgdo entre os gendtipos
de PCV2 e a coinfecgdo entre PCV2 e PCV3.

3.3.2 Avaliagao da concordancia entre os dois testes

Um total de 18 amostras foram testadas primeiramente com o kit comercial
(Kylt® PCV-2 Typing kit) e, posteriormente, na PCR convencional padronizada aqui
(Figura 12). Os resultados de ambas as andlises mostraram que grande parte das

amostras apresentou coinfecgdo entre os gendtipos.
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Figura 12. Amostras genotipadas em cada um dos dois testes avaliados.

Os resultados foram submetidos ao teste de Kappa, com o objetivo de avaliar a

concordancia entre os testes e os resultados do teste estdo exemplificados na Figura 13.

Amostras Kappa Acurdcia
PCV2b 0.478 (0.094 — 0.863) 77,8
PCv2d 0.658 (0.308 — 1.000) 83,33

Figura 13. Teste estatistico de Kappa, e acurdcia entre as genotipagens.

O teste de PCR utilizado neste trabalho foi mais sensivel para algumas amostras,
sendo assim, 4 amostras foram genotipadas, conforme mostrado na andlise estatistica,
enquanto no kit comercial ndo foi possivel caracterizar os gendtipos nas amostras
analisadas. Em apenas uma amostra (amostra 2) houve discrepancia entre o Kit
comercial e o PCR padronizado aqui, onde o kit comercial identificou uma coinfec¢ao
(PCV2b e PCV2d) e no teste de PCR foi encontrado apenas PCV2b.

Foi possivel analisar os dados entre os genétipos e os dois testes. Como pode ser

observado o teste de PCV2b e o PCV2 geral (PCR convencional e o Kit) apresentaram a
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mesma acuriacia (77,8). Ja no teste de PCV2d, a acuracia nos testes foi maior, sendo de
83,33. O teste de Kappa apresentou um intervalo de confianca maior que 0.

Assim, estes resultados demonstram que os dois testes sdo capazes de realizar a
identificagao dos gendtipos e também apresentam concordancia entre eles, porém, a
maior concordancia foi encontrada na identificagdo do PCV2d, por ter apresentado uma

acurdacia e um intervalo de confianga maior.

3.4 Discussdo

Em nosso estudo, 266 de 333 amostras, representando 79,88% das amostras,
foram genotipadas para PCV2. Estes resultados corroboram com diversos estudos no
mundo, onde demonstram que os PCV2b e PCV2d sdo atualmente os gendtipos mais
prevalentes (HAN et al., 2021; HE et al., 2022; LIN et al., 2014; MONE et al., 2020; YAO
et al., 2019; ZHENG et al., 2020). Outras pesquisas mostram a importancia do PCV2b e
PCV2d em sua disseminacdo global nos anos recentes, sendo predominantes nas
producGes de suinos mundiais. Nosso estudo mostra que os genodtipos de PCV2b e
PCV2d foram encontrados em todos os estados das amostras analisadas, o que se
assemelha com um estudo conduzido por XU et al., 2022 onde esses dois genétipos
foram encontrados em todas as provincias da China analisadas.

Curiosamente, o PCV2a nao foi encontrado em nenhuma amostra clinica, o que
também foi relatado por EDDICKS et al., 2017. Sugere-se que isso se deve ao impacto da
utilizacdo das vacinas para PCV2 (uma vez que a maioria das vacinas utilizadas sao
baseadas no gendtipo de PCV2a) e na pressdo de vacinacdo (FRANZO et al., 2016;
SALGADO et al., 2014; SILVA; CASTRO, 2022), favorecendo assim o aparecimento e
selecao de novos gendtipos, principalmente o PCV2b e PCV2d (EDDICKS et al., 2017;
WEISSENBACHER-LANG et al., 2020).

Estudos prévios mostram a mudanca de gendtipos mais prevalentes na produgao
de suinos com o passar dos anos (XIAO; HALBUR; OPRIESSNIG, 2015) passando do
gendtipo PCV2a para o PCV2b a partir de 2002 (BEACH; MENG, 2012; PATTERSON;
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OPRIESSNIG, 2010) e, em 2012, a mudanga aconteceu do gendtipo de PCV2b para o
PCV2d (KWON et al., 2017a; MA et al., 2021). Desde entdo, o PCV2d se tornou o mais
prevalente em diversas regiées do mundo, como na China (WANG et al., 2020b; ZHENG
et al., 2020) Coréia do Sul (JANG et al., 2021), Austria (WEISSENBACHER-LANG et al.,
2020), Estados Unidos (WANG et al.,, 2020); Colémbia (VARGAS-BERMUDEZ;
MOGOLLON; JAIME, 2022) e na Republica Dominicana (GAINOR et al., 2022).

A infeccdo pelo PCV2 causa um impacto significativo para a cadeia suinicola,
levando a diversos prejuizos para os produtores, sendo de suma importancia a doenca
subclinica (OPRIESSNIG et al., 2006). Este estudo demonstrou que o PCV2b foi o mais
prevalente sendo detectado em 151 das 266 amostras analisadas, o que corrobora com
os resultados de varias pesquisas. Dentre elas, uma pesquisa realizada na Australia em
que este virus foi detectado em 7 amostras de 17 analisadas (MONE et al., 2020), em
outro estudo realizado na Austria em 2020, por WEISSENBACHER-LANG et al., foi
demonstrada uma maior prevaléncia de PCV2b em um relato retrospectivo, de 2002 a
2017, em que o PCV2b foi encontrado em todos os anos estudados, também com o
estudo retrospectivo dos anos 2015 até 2018 de ZHENG et al., 2020 na China.

A presenca de coinfeccGes entre os gendtipos (PCV2b e PCV2d), vem se tornando
cada vez mais frequente, fato este que foi observado aqui em 27 amostras, o que
corrobora com dados previamente publicados por RUDOVA et al., 2022 no qual, foi
possivel observar coinfec¢des entre os gendtipos PCV2b e PCV2d em amostras de
suideos selvagens e em suinos domésticos na Ucrania e com os resultados de KIM et al.,
(2018), que encontraram coinfeccdo entre os gendtipos de PCV2b e PCV2d em 3
amostras de 30 analisadas.

Foi possivel observar também coinfec¢do com o PCV3 em nosso estudo, em um
total de 26 amostras. Novamente este resultado se relaciona com outros estudos pelo
mundo, que no qual também foi possivel identificar coinfec¢cdo entre os gendtipos de

PCV2 e PCV3 (KIM et al., 2018; XU et al., 2022; YANG YANTING et al., 2022). Porém,
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nenhum deles relaciona qual gendtipo de PCV2 foi o mais prevalente em coinfec¢des
com o PCV3.

As amostras de linfonodos, fornecem um bom indicativo de como esta a infeccao
por PCV2 nas granjas (PARK; CHAE, 2021). Em nosso estudo, de todas as amostras de
linfonodo recebidas, foram possiveis de realizar a genotipagem. Além da realizagdo do
diagnéstico cuidadoso no momento da avaliacdo dos animais, a utilizacdo de amostras
de qualidade é de suma importancia. O PCV2b foi detectado em todos os tipos de
amostras recebidas, o que sugere que este gendtipo cause uma infecgdo sistémica nos
animais, conforme dados publicados em diversos trabalhos (ALLAN; KRAKOWKA; ELLIS,
2002; CARMAN et al.,, 2008; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). Ja o PCV2d foi
detectado apenas em amostras de érgdos, pulmao, fetos, intestino e soro sanguineo.

Um importante dado observado neste estudo, foi a identificacdo de PCV2b em
amostras de cérebro de suinos em fase de terminac¢do. ROSELL et al., 1999 observa que
as lesGes cerebrais causadas por PCV2 s3o ocasionais. Em nosso estudo, por ndo termos
tido acesso ao histdrico clinico destes animais, ndo foi possivel correlacionar a
sintomatologia clinica apresentada pelos animais ao gendtipo do PCV2 detectado.

O PCV2d foi o gendtipo mais encontrado na fase de terminacgao, totalizando 57
amostras positivas. Este resultado corrobora com um estudo realizado na Coreia do Sul,
no qual PARK; CHAE, 2021 encontraram uma maior prevaléncia de PCV2d em linfonodos
de suinos ao abate. Por outro lado, na fase de creche o PCV2b foi o gendtipo mais
encontrado, um total de 51 amostras. No nosso conhecimento, este é o primeiro estudo
gue encontra esses dados e busca uma correlacao entre gendtipo e fase de producao.

A terminacdo foi a fase em que mais se obteve amostras positivas para PCV2 e
que puderam ser genotipadas. Provavelmente isso se deva a queda na imunidade
vacinal e imunidade materna, assim, os suinos ficam mais susceptiveis as infec¢gdes por
PCV2 (PARK; CHAE, 2021).

Quanto a avaliacdo da concordancia dos testes de genotipagem, o teste de PCR

padronizado no presente trabalho foi mais eficaz por conseguir genotipar um nimero
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maior de amostras quando comparado com o kit comercial, o0 que mostra que trata-se

de uma PCR que pode ser satisfatoriamente utilizada na genotipagem de PCV2.

3.5 Conclusio

Com a realizacdo deste trabalho podemos concluir que PCV2b continua muito
presente nas granjas mas, também, foi possivel observar o aumento da detec¢do de
PCV2d nas amostras avaliadas. E importante observar a existéncia de coinfec¢des entre
os genodtipos, inclusive a co-infecdo com o PCV3. Baseado nestes dados, deve-se atentar
para a monitoria da eficacia das vacinas e do aparecimento de circovirose clinica. Desta
forma, é importante estudar a evolucdo do PCV2 para diferentes genotipos e avaliar a
atualizacdo das vacinas existentes no mercado, tendo em vista a alta taxa de mutacdo
apresentada pelo virus. O controle da circovirose deve aliar o uso adequado de vacinas
com medidas de biosseguridade e manejo sanitario, buscando assima melhora na saude
dos suinos. Podemos observar também que o teste de PCR padronizado aqui é eficaz
quando comparado com um kit comercial para genotipagem de PCV2, o que torna uma
alternativa de menor custo para o rapido diagndstico dos trés principais gendtipos

circulantes de PCV2 atualmente.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Como consideracdes finais podemos observar que o PCV2b se mantém muito
prevalente na producdo de suinos no Brasil, porém, interessantemente, ndo foi possivel
detectar o gendtipo de PCV2a circulando nos rebanhos suinos brasileiros, possivelmente
devido a ampla utilizagdo de vacinas e muitas delas baseadas no PCV2a. Foi possivel
padronizar um teste de genotipagem atravésde uma PCR convencional para as amostras
de PCV2. Além disso, foram encontrados dados importantes a respeito da presenca de
coinfecgBes entre os gendtipos analisados e com amostras de PCV3. O teste de PCR
padronizado foi eficaz no diagndstico de PCV2 e mais sensivel em genotipar algumas
amostras analisadas, se tornando um recurso valioso para a genotipagem e

apresentando uma alta especificidade, sendo também de menor custo.



5 REFERENCIAS

ALLAN, G. et al. Pathogenesis of porcine circovirus; experimental
infections of colostrum deprived piglets and examination of pig foetal material.
Veterinary Microbiology. v.44 p.49-64, 1995.

ALLAN, G. M. et al. Experimental Reproduction of Severe Wasting
Disease by Co-infection of Pigs with Porcine Circovirus and Porcine Parvovirus.
J. Comp. Path. v.121. p1-11, 1999.

ALLAN, G. M. et al. Isolation of porcine circovirus-like viruses from pigs
with a wasting disease in the USA and Europe. J Vet Diagn Invest. v.10 p.3-10
1998.

ALLAN, G.; KRAKOWKA, S.; ELLIS, J. PCV2: ticking time bomb. Pig
Program. v. 18, mar. 2002.

BAO, F. et al. Retrospective study of porcine circovirus type 2 infection
reveals a novel genotype PCV2f. Transboundary and Emerging Diseases, v. 65,
n. 2, p. 432-440, 1 abr. 2018.

BEACH, N. M.;MENG, X.J. Efficacy andfuture prospects of commercially
available and experimental vaccines against porcine circovirus type 2 (PCV2).
Virus Research, v. 164, n. 1-2, p. 33-42, 1 mar. 2012.

CARMAN, S. et al. The emergence of a new strain of porcine circovirus-2
in Ontario and Quebec swine and its association with severe porcine circovirus
associated disease—2004-2006. Canadian journal of veterinary research =
Revue canadienne de recherche veterinaire, v. 72, n. 3, p. 259—268, abr. 2008.

CHAE, C.Areview ofporcine circovirus 2-associated syndromes and
diseases. The Veterinary Journal, v. 169, n. 3, p. 326—336, 1 maio 2005.

CHEN, N. et al. Co-infection status of classical swine fever virus (CSFV),
porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) and porcine
circoviruses (PCV2 and PCV3) in eight regions of China from 2016 to 2018.
Infection, Genetics, and Evolution, v. 68, p. 127-135, 1 mar. 2019.

CIACCI-ZANELLA, J. R. SITUAGCAO ATUAL DA CIRCOVIROSE NO BRASIL. 2017,

CIACCI-ZANELLA, J. R.; et al. Novos conhecimentos sobre a infec¢do por
PCV2 e a emrgéncia de novas estirpes virais. Avancos em Sanidade, Producdo e
Reproducgdo de Suinos. D. E. B. F. P. B. I. W. M. L. Bernardi. Porto Alegre, UFRGS
Gréfica. V.1: p207-220. 2015.

CIACCI-ZANELLA, J. R.; MORES, N. Diagnosis of post-weaning
multisystemic wasting syndrome in pigs inBrazilcaused by porcine circovirus

27



type 2. ArquivoBrasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia, v. 55, n. Arq.
Bras. Med. Vet. Zootec., 55(5), p. 522-527, out. 2003.

DEZEN, D. Amplificacdo do genoma de circovirus suino tipo 2 (PCV2) por
circulo rolante e producdo de um clone viral. 52f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Veterinarias) — Faculdade de veterinaria, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2007.

DROLET R, THIBAULT S, D’ALLAIRE S, THOMSON J, DONE S. Porcine
dermatitis and nephropathy syndrome (PDNS): an overview of the dis-ease.
Swine Health Prod 7:283-285,1999.

DUPONT, K. et al. Genomic analysis of PCV2 isolates from Danish
archives and a current PMWS case-control study supports a shift in genotypes
with time. Veterinary Microbiology, v. 128, n. 1-2, p. 56-64, 1 abr. 2008.

EDDICKS, M. et al. Vorkommen von genotypen des porzinen circovirus
typ 2 (PCV2) in schweinebestanden mit unterschied lichen impfstrategien
gegen PCV2. Tierarztliche Praxis Ausgabe G: Grosstiere - Nutztiere, v. 45, n. 2,
p. 90-97, 2017.

FINSTERBUSCH, T. et al. Analysis of the subcellular localization of the
proteins Rep, Rep’ and Cap of porcine circovirus type 1. Virology, v. 343, n. 1, p.
36-46, 5 dez. 2005.

FIRTH, C. et al. Insights into the Evolutionary History of an Emerging
Livestock Pathogen: Porcine Circovirus 2. Journal of Virology,v. 83, n. 24, p.
12813-12821, 15 dez. 2009.

FRANZO ID, G.; SEGALES, J. Porcine circovirus 2 (PCV-2) genotype update
and proposal of a new genotyping methodology. Plos one, 2018.

FRANZO, G. et al. Genetic characterisation of Porcine circovirus type 2
(PCV2) strains from feral pigs in the Brazilian Pantanal: An opportunity to
reconstruct the history of PCV2 evolution. Veterinary Microbiology, v. 178, n.
1-2, p. 158-162, 9 jul. 2015.

FRANZO, G. et al. Porcine circovirus type 2 (PCV2) evolution before and
after the vaccination introduction: A large scale epidemiological study.
Scientific Reports, v. 6, 19 dez. 2016.

GAINOR, K. et al. Detection and Complete Genome Analysis of Porcine
Circovirus 2 (PCV2) and an Unclassified CRESS DNA Virus from Diarrheic Pigs in
the Dominican Republic: First Evidence forPredominance ofPCV2dfromthe
Caribbean Region. Viruses, v. 14, n. 8, 1 ago. 2022.

GAVA, D. et al. Structure analysis of capsid protein of Porcine circovirus
type 2 from pigs with systemic disease. Brazilian Journal of Microbiology, v. 49,
n. 2, p. 351- 357, 1 abr. 2018.

28



GREENHALGH, Paul et al. Estimating the economic impact of porcine
circovirus type 2 (PCV2) on the European pig meat sector. Veterinary
Microbiology, v. 211, p. 114-123, 2017.

GUO, Z. et al. Co-infection status of porcine circoviruses (PCV2 and PCV3)
and porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) in pigs with watery diarrhea in
Henan province, central China: Co-infection of PCV2, PCV3 and PEDV. Microbial
Pathogenesis, v. 142, 1 maio 2020.

HAN, L. et al. Porcine circovirus type 2 (PCV2) infection in Hebei Province
from 2016 to 2019: a retrospective study. Archives of Virology, v. 166, n. 8, p.
2159-2171, 1 ago. 2021.

HANSEN, M. S. et al. Selection of method is crucial for the diagnosis of
porcine circovirus type 2 associated reproductive failures. Veterinary
Microbiology, v. 144, n. 1- 2, p. 203—-209, 29 jul. 2010.

HARMON, K. M. et al. Whole-genome sequences of novel porcine
circovirus type 2 viruses detected in swine from Mexico and the United States.
Genome Announcements, v. 3, n. 6, 2015.

HE, W. T. et al. Virome characterization of game animals in China reveals
a spectrum of emerging pathogens. Cell, v. 185, n. 7, p. 1117- 1129.e8, 31 mar.
2022.

HESSE, R.; KERRIGAN, M.; ROWLAND, R. R. R. Evidence for recombination
between PCV2a and PCV2b in the field. Virus Research, v. 132, n. 1-2, p. 201-
207, mar. 2008.

JANG, G. et al. Genetic and phylogenetic analysis of porcine circovirus
type 2 on Jeju lIsland, South Korea, 2019-2020: evidence of a novel
intergenotypic recombinant. Archives of Virology, v. 166, n. 4, p. 1093-1102, 1
abr. 2021.

KARUPPANNAN, A. K.; OPRIESSNIG, T. Porcine circovirus type 2 (PCV2)
vaccines in the context of current molecular epidemiology. Viruses. 1 maio
2017.

KIM, S. C. et al. The prevalence and genetic characteristics of porcine
circovirus type 2 and 3 in Korea. BMC Veterinary Research, v. 14, n. 1, 2018.

KLAUMANN, F. et al. Current knowledge on Porcine circovirus 3 (PCV-3):
A novel virus with a yet unknown impact on the swine industry. Frontiers in
Veterinary ScienceFrontiers Media S.A., , 12 dez. 2018.

KWON, T. et al. Genotypic diversity of porcine circovirus type 2 (PCV2)
and genotype shift to PCV2d in Korean pig population. Virus Research, v. 228,
p. 24-29, 15 jan. 2017.

29



LIN, H. XING et al. A novel vaccine against Porcine circovirus type 2
(PCV2) and Streptococcus equi ssp. zooepidemicus (SEZ) co-infection.
Veterinary Microbiology, v. 171, n. 1-2, p. 198-205, 25 jun. 2014.

LIU, J. et al. Detection of PCV2e strains in Southeast China. Peerl, v. 2018,
n. 3, 2018.

LV, Q. et al. Genomic analysis of porcine circovirus type 2 from southern
China. Veterinary Medicine and Science, v. 6, n. 4, p. 875-889, 1 nov. 2020.

MA, Z. et al. Epidemiological investigation of porcine circovirus type 2
and its coinfection rate in Shandong province in China from 2015 to 2018. BMC
Veterinary Research, v. 17, n. 1, 1 dez. 2021.

MANKERTZ, A. et al. Mapping and Characterization of the Origin of DNA
Replication of Porcine Circovirus. Journal Of Virology. v.71. n. 3. p.2562-2566,
1997.

MENG, X. J. Porcine circovirus type 2 (PCV2): Pathogenesis and
interaction with the immune system. Annual Review of Animal Biosciences, v.
1, p. 43-64, 2013.

MONE, N. K. et al. Genetic analysis of porcine circovirus type 2 (PCV2) in
Queensland, Australia. Australian Veterinary Journal. v.98. p.388-395.2020.

OLVERA, A. et al. Comparison of porcine circovirus type 2 load in serum
guantified by a real time PCR in postweaning multisystemic wasting syndrome
and porcine dermatitis and nephropathy syndrome naturally affected pigs.
Journal of Virological Methods, v. 117, n. 1, p. 75-80, abr. 2004.

OPRIESSNIG, T. et al. Experimental Reproduction of Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome in Pigs by Dual Infection with Mycoplasma
hyopneumoniae and Porcine Circovirus Type 2. Vet Pathol. v.41. p.624-640.
2004.

OPRIESSNIG, T. et al. Porcine circovirus type 2 infection decreases the
efficacy of a modified live porcine reproductive and respiratory syndrome virus
vaccine. Clinical and Vaccine Immunology, v. 13, n. 8, p. 923-929, ago. 2006.

OPRIESSNIG, T. et al. Porcine circoviruses: current status, knowledge
gaps and challenges. Virus Research, v. 286, 1 set. 2020.

OPRIESSNIG, T.; MENG, X.-J.; HALBUR, P. G. Porcine circovirus type 2-
associated disease: Update on current terminology, clinical manifestations,
pathogenesis, diagnosis, and intervention strategies. Journal of Veterinary
Diagnostic Investigation. v.19 p.591-615. 2007.

OUYANG, T. et al. Co-infection of swine with porcine circovirus type 2
and other swine viruses. Viruses, v. 11, n. 2, 1 fev. 2019.

30



OUYANG, T. et al. Mouse models of porcine circovirus 2 infection. Animal
Models and Experimental. MedicineJohn Wiley and Sons Inc, , 1 mar. 2018.

PALINSKI, R. et al. A Novel Porcine Circovirus Distantly Related to Known
Circoviruses Is Associated with Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome
and Reproductive Failure. Journal of Virology, v. 91, n. 1, jan. 2017.

PARK, K. H.; CHAE, C. The prevalence of porcine circovirus type 2e
(PCV2e) in Korean slaughter pig lymph nodes when compared with other PCV2
genotypes. Transboundary and Emerging Diseases, v. 68, n. 6, p. 3043-3047, 1
nov. 2021.

PATTERSON, A. R.; OPRIESSNIG, T. Epidemiology and horizontal
transmission of porcine circovirus type 2 (PCV2). Animal Health Research
Reviews, v. 11, n. 2, p. 217- 234, 2010.

PHAN, T. G. et al. Detection of a novel circovirus PCV3 in pigs with cardiac
and multi-systemic inflammation. Virology Journal, v. 13, n. 1, p. 1-8, 11 nov.
2016.

RAJKHOWA, T. K. et al. Emergence of porcine circovirus 2g (PCV2g) and
evidence for recombination between genotypes 2g, 2b and 2d among field
isolates from non-vaccinated pigs in Mizoram, India. Infection, Genetics and
Evolution, v. 90, p. 104775, 1 jun. 2021.

RITTERBUSCH, G. A. et al. Natural co-infection of torque teno virus and
porcine circovirus 2 in the reproductive apparatus of swine. Research in
Veterinary Science, v. 92, n. 3, p. 519-523, jun. 2012.

ROSELL, C. et al. Pathological, Immunohistochemical, and In-situ
Hybridization Studies of Natural Cases of Postweaning Multisystemic Wasting
Syndrome (PMWS) in Pigs. Journal of Comparative Pathology, v. 120, n. 1, p.
59-78, 1 jan. 1999.

RUDOVA, N. et al. Genetic Diversity of Porcine Circovirus 2 in Wild Boar
and Domestic Pigs in Ukraine. Viruses. 2022.

S HARDING, J. C. et al. Postweaning multisystemic wasting syndrome:
Epidemiology  and clinical presentation.SwineHealthandProduction.
v.6n.6p249-254. 1998. Disponivel em: <http://www.aasp.org/shap.html>.

SALGADO, R. L. et al. Identification of an emergent porcine circovirus-2
in vaccinated pigs from a Brazilian farm during a postweaning multisystemic
wasting syndrome outbreak. Genome Announcements, v. 2, n. 2, 2014,

SANTOS, E. A.; STERNBERG, C.; ALMEIDA, R. T. Influéncia Da
Temperatura Ambiente Na Andlise Do Termociclador. XXIV Congresso Brasileiro
de Engenharia Biomédica — CBEB. 2014.

31



SCHUENEMANN, Gustavo M. et al. Economic analysis of porcine
circovirus type 2 (PCV2) vaccination in the United States swineherd. Porcine
Health Management, v. 2, n. 1, p. 1-11, 2016.

SEGALES, J. Best practice and future challenges for vaccination against
porcine circovirus type 2. Expert Review of VaccinesExpert Reviews Ltd., , 1
mar. 2015.

SEGALES, J. Porcine circovirus type 2 (PCV2) infections: Clinical signs,
pathology and laboratory diagnosis. Virus Research, mar. 2012.

SEGALES, J.; ROSELL, C.; DOMINGO, M. Pathological findings associated
with naturally acquired porcine circovirus type 2 associated disease. Veterinary
Microbiology. Anais...Elsevier, 4 fev. 2004.

SHI, Jichao et al. Porcine Circovirus Type 2 (PCV2) Infection Increases
Susceptibility to Secondary Haemophilus parasuis Infection in Piglets. PLOS
ONE, [s.l.], v. 15, n. 6, p. 1-13, 2020..

SILVA, R. R. DA; CASTRO, A. M. M. G. DE. Porcine circovirus 2: Status atual
e seus desafios. Pubvet, v. 16, n. 4, p. 1-14, abr. 2022.

SUN, W. et al. Detection and genetic characterization of porcine
circovirus 4 (PCV4) in Guangxi, China. Gene, v. 773, 20 mar. 2021.

TISCHER, I.; RASCH, R.; TOCHTERMANN, G. Characterization of
papovavirus- and picornavirus-like particles in permanent pig kidney cell lines.
Zentralbl. Bakteriol. Orig., v. 266, p. 153-167, 1974.

TYRRELL, D. A. Polymerase chain reaction. BMJ: British Medical Journal,
v. 314, n. 7073, 1997.

VAN- GIAP NGUYEN et al. Molecular-based detection, genetic
characterization and phylogenetic analysis of porcine circovirus 4 from Korean
domestic swine farms. Transboundary and Emerging Diseases. 2021

VARGAS-BERMUDEZ, D. S.; MOGOLLON, J. D.; JAIME, J. The Prevalence
and GeneticDiversity of PCV3 and PCV2 in Colombia and PCV4 Survey during
2015-2016 and 2018-2019. Pathogens, v. 11, n. 6, 1 jun. 2022.

WANG, D. et al. Current knowledge on epidemiology and evolution of
novel porcine circovirus 4. 2022.

WANG, Y. et al. Genetic diversity and prevalence of porcine circovirus
type 3 (PCV3) and type 2 (PCV2) in the Midwest of the USA during 2016—-2018.
Transboundary and Emerging Diseases, v. 67, n. 3, p. 1284-1294, 1 maio 2020.

WEISSENBACHER-LANG, C. et al. Porcine circovirus type 2 (PCV2)
genotyping in Austrian pigs in the years 2002 to 2017. BMC Veterinary
Research, v. 16, n. 1, p. 1-8, 15 jun. 2020.

32



XIAO, C. T.; HALBUR, P. G.; OPRIESSNIG, T. Global molecular genetic
analysis of porcine circovirus type 2 (PCV2) sequences confirms the presence of
four main PCV2 genotypes and reveals a rapid increase of PCV2d. Journal of
General Virology, v. 96, n. 7, p. 1830-1841, 1 jul. 2015.

XU, Q. et al. Epidemiology and Genetic Diversity of PCV2 Reveals That
PCV2e Is an Emerging Genotype in Southern China: A Preliminary Study. Viruses,
v.14,n. 4,1 abr. 2022.

YANG YANTING et al. Prevalence and phylogenetic analysis of porcine
circovirus type 2 (PCV2) and type 3 (PCV3) in the Southwest of China during
2020-2022. Frontiers in Veterinary Science, 24 November 2022.

YAQ, J. et al. Genetic analysis of porcine circovirus type 2 (PCV2) strains
between 2002 and 2016 reveals PCV2 mutant predominating in porcine
population in Guangxi, China. BMC Veterinary Research, v. 15, n. 1, 25 abr.
20109.

ZANELLA, J. R. C.; MORES, N.; DE BARCELLOS, D. E. S. N. Principais
ameacas sanitdrias endémicas da cadeia produtiva de suinos no Brasil. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 51, n. 5, p. 443-453, 1 maio 2016.

ZANELLA, J.R.C.; MORES, N. Sindrome multissistémica do definhamento
do leitdo desmamado (SMDLD) causada por circovirus suino. In: CONGRESO
MERCOSUR DE PRODUCCION PORCINA, 2000, Buenos Aires. Memoria... Buenos
Aires: Universidad de Buenos Aires, 2000.

ZHAI, S. L. et al. Reservoirs of Porcine Circoviruses: A Mini Review.
Frontiers in Veterinary ScienceFrontiers Media S.A., 19 set. 2019.

ZHANG, Chengcheng et al. Porcine Circovirus Type 2 (PCV2) and
Reproductive Disorders in Female Swine: A Review. Frontiers in Veterinary
Science, [s.l.], v. 6, p. 1-12, 2019.

ZHANG, D. et al. Establishment of an SYBR Green-based real-time PCR
assay for porcine circovirus type 4 detection. Journal of Virological Methods, v.
285, 1 nov. 2020.

ZHENG, G. et al. Phylogenetic analysis of porcine circovirus type 2 (PCV2)
between 2015 and 2018 in Henan Province, China. BMC Veterinary Research,
v.16,n.1, 7 jan. 2020.

33



