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RESUMO

Objetivou-se com este estudo realizar a analise filogenética de amostras virais isoladas em
surtos de Peste Suina Classica no Brasil. Foram utilizadas 11 amostras virais isoladas nos
surtos de PSC no periodo de 2001 & 2009, procedentes dos estados do Rio Grande do Norte
(RN), Ceara (CE), Maranhdo (MA) e Amapa (AP). Para a andlise filogenética as amostras
foram submetidas a extracdo do RNA seguida da reacdo de transcricdo reversa-PCR (RT-
PCR) direcionadas para amplificar a sequéncia completa (1.119 nucleotideos) do gene E2
viral. Para o estudo filogenético todas as amostras foram sequenciadas e as arvores
filogenéticas foram realizadas pelo método de Neighbor Joiningcom 1.000 réplicas
debootstrap. Os isolados A06 e A19 (ambos do estado do Maranh&o) agruparam com alto
indice de confianga com as cepas pertencentes ao subgenoétipo 1.1. Ja os demais isolados
(A02, A09, Al5, Al6, A20, A27, Ceara; AO5, Rio Grande do Norte; e A1l e A12, Amapa),
mostraram-se menos relacionados ao subgenétipo 1.1., formando um novo subgenétipo,
designado 1.5. Ressalta-se que estudos epidemioldgicos e moleculares devem ser realizados
de forma continua para que se entenda a dindmica dos surtos de PSC e consequentemente as

perdas ocasionadas por esta enfermidade sejam reduzidas.

Palavras-Chave: arvore filogenética; epidemiologia molecular; suideos;



ABSTRACT

The objective of thisstudy was to conduct a phylogenetic analysis of viral samples isolated on
Classical Swine Fever outbreaks in Brazil. Eleven viral isolates in CSF outbreaks in the
period 2001 to 2009 were used in this study. The samples were submitted to RNA extraction
and the full-length E2 gene of CSF virus (1.119 nucleotides) was amplified by PCR and
sequenced. The sequences were analyzed by the programs contained in STADEN package
and the phylogenetic analyses were performed by Neighbor Joining method with 1000
bootstrap replicates using the MEGA 6.6 program. The A06 and A19 isolates (both from the
state of Maranhao) grouped with high level of confidence with strains belonging to
subgenotype 1.1. The other Brazilian isolates (A02, A09, Al5, Al16, A20, A27, from Cearg;
A05, from Rio Grande do Norte; e A1l e A12, from Amapa) presented a different segregation
pattern into the subgenotype 1.1, forming a separate group within genotype 1, subgenotype
1.5. It is emphasized that epidemiological and molecular studies should be conducted
continuously in order to understand the dynamics of outbreaks and thus reduce the losses
caused by this disease.

Keyword: Classical swine fever, virus, swine, phylogenetic study
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1 INTRODUCAO

A Peste Suina Classica (PSC), enfermidade de notificacdo obrigatdria a Organizacao
Mundial de Saide Animal, e uma das mais importantes que acomete suinos domésticos e
javalis selvagens (EDWARDS et al.,, 2000), ocasionando perdas econdmicas graves
(WESTERGAARD, 1990). Embora erradicada em muitos paises,continua acausar Serios
problemas em diferentes partes do mundo (MOENNIG; FLOEGEL-NIESMANN; GREISER-
WILKE, 2003).

O virus da PSC (VPSC) pertence ao género Pestivirus da familia Flaviviridae (KING
et al., 2012), possui a caracteristica de ser pequeno, envelopado, RNA de filamento simples
com sentido positivo e com o genoma de 12.5 Kb, o qual é delimitado por regides nédo
traduzidas 5'-terminal e 3'-terminal (5'- NTR, 3-NTR) (MEYERS; THIEL, 1996). Em comum
com todos os flavivirus, o genoma VPSC codifica as proteinas estruturais, incluindo a grande
glicoproteina E2 (gp55) na metade 5'do genoma, e proteinas ndo estruturais, incluindo NS5B,
na extremidade 3'. Regifes ndo codificantes (NCRS) existem em ambas as extremidades 5'e 3'
do genoma (MEYERS; THIEL, 1996).

Estudos filogenéticos tem dividido o VPSC em trés grupos filogenéticos (1, 2 e 3),
com cada grupo sendo dividido em trés ou quatro subgenétipos (1.1 a 1.3 ;21a23;3.1a
3.4) (PATON et al., 2000). O subgenotipo 2.1 foi subdividido em 2.1a e 2.1b (DENG et al.,
2005, PAN et al., 2005). Bjorklund et al. (1999), com base na similaridade molecular,
dividiram as amostras em dois grupos: um grupo composto por amostras procedentes da Asia
e América do Sul, obtidas antes da década de 80 e isolados antigos da Europa e Estados
Unidos da América. No outro grupo com similaridade genética ficaram amostras europeias
das décadas de 80 e 90, cinco amostras similares do VPSC procedentes da Alemanha,
Holanda e Italia constituiram origem comum dos surtos nesses paises.

Estudos de epidemiologia molecular recentes de alguns paises endémicos para PSC
sugerem que o virus em circulacdo no campo evoluiu sob a selecdo positiva exercida pela
resposta imune a vacina, conduzindo a novas variantes virais atenuadas que causam forma
mais branda da doenca (PEREZ et al., 2012; Jl et al., 2014).

A analise genética do fragmento E2 é importante sob o ponto de desenvolvimento de
vacinas com marcador VPSC, uma vez que induz imunidade protetora (RUMENAPF et al.,
1991; KONIG et al., 1995; VAN RIJN et al., 1996; PEETERS et al., 1997).



No Brasil os ultimos surtos de PSC, foram diagnosticados pela técnica de isolamento
viral em cultivo de célula, que é um método sensivel porém demorado. Entretanto existe a
necessidade de se avaliar a variabilidade genética destes virus que foram isolados. Neste
contexto a analise e 0 monitoramento da evolucédo do virus da PSC referente a regido E2 que é
indicado para anélises filogenéticas, para avaliacdo dos tipos e subtipos virais que circulam no
Brasil. Desta forma, objetivou-se com este estudo realizar a anélise filogenética das amostras

virais isoladas em surtos de Peste Suina Classica no Brasil.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Realizar a anélise filogenética de amostras virais isoladas em surtos de peste suina

classica no Brasil

2.2.  Especifico

Sequenciamento do DNA para analise filogenética e evolutiva das cepas de VPSC de isolados

brasileiro.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Etiologia

O virus da peste suina classica (VPSC) esta classificado na familia Flaviviridade,
género Pestivirus, os virus deste género sdo antigenicamente relacionados e possuem estrutura
similar (THIEL; PLAGEMANN; MOENNIG, 1996), possui RNA de cadeia simples
(WENSVOORT et al., 1989; HORZINEK, 1991).

O VPSC, tem simetria icosaédrica, com 40 a 60nm de didametro e com envelope
lipidico, pequeno, contendo &cido ribonucleico (RNA) de cadeia simples de sentido positivo,
com genoma de aproximadamente 12,3Kb. Possue regides ndo codificantes (NCRs) em ambas
as extremidades 5'e 3' do genoma. A funcdo das NCRs ndo é totalmente compreendida, mas
eles contém sequéncias altamente conservadas e podem ser responsaveis pela traducdo e
replicacgéo.

O VPSC estd envolvido em uma codificagdo para uma poliproteina de
aproximadamente 4000 aminoacidos (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007). Co-
processamento e pds-traducdo da poliproteina por proteases celulares e virais produz os
produtos de clivagem de 12 NP, C, ERNs, E1, E2, P7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B (COLLETT et al., 1988;WISKERCHEN; BELZER; COLLETT, 1991; TAUTZ et al.,
1997; XU et al., 1997; LACKNER et al., 2005; BINTINTAN; MEYERS, 2010).

Os componentes estruturais do virion incluem a proteina (C) do capsideo e as
glicoproteinas E™, E1, E2 e as proteinas ndo estruturais NS3 pela NS5B que sdo essenciais
para replicacdo de RNAdo pestivirus, enquanto Npro, p7, NS2 e todas as proteinas estruturais
sdo dispensaveis (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

A glicoproteina do envelope E2 é o principal imundgeno, essencial para a replicacdo
(VAN GENNIP et al., 2002) e desempenha um papel importante na adsorcdo viral para
células hospedeiras, juntamente com outras proteinas de superficie, E™ e E1 (HULST,;
MOORMANN, 1997; WANG et al., 2004 ) e forma também homo e heterodimeros com a
proteina E1 (WEILAND et al., 1990).

Um epitopo linear importante localizado no chamado "dominio um™ é a TAV-epitopo
consistindo do TAVSPTTLR aminoacidos (AA) (AA 829 para 837 na VPSC poliproteina),
sendo este motivo altamente conservado entre as estirpes de PSC, mas divergente em relagédo
ao Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) e estirpes do Virus da Doenca da Fronteira (BDV)

(LIN et al., 2000). Varios anticorpos monoclonais sdo utilizados em diagndstico e
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investigacdo para PSC, assim como policlonais, que ligam soros hiperimunes para este
epitopo (por exemplo WH303 (Veterinaria Laboratories Agency, Weybridge Surrey, Reino
Unido) e A18 (IDEXX Laboratories, Shiphol-Rijk, Holanda). Além disso, o TAV-epitopo
desempenha um papel importante na replicacdo do VPSC (RISATT et al., 2005).

E2 e E™ estdopresentes como homodimeros ligados por pontes de dissulfuretonas
superficies dos virions doVPSC e E2 também estad dimerizada com EL1(WEILAND et al.,
1990; THIEL et al., 1991;WEILAND et al., 1999). Sendo que E™ ndo possui ancora na
membrana celular e é secretada por células infectadas pela inducdo do gene viral
correspondente. Foi verificado que o gene codificador de E™ pode sofrer mutagdes,
produzindo apenas efeitos menores na viruléncia da amostra (MAYER et al., 2003) e uma
porcdo consideravel da proteina E™ produzida em células infectadas € segregada para o
ambiente extracelular e circula nos fluidos corporais de animais infectados (RUMENAPF et
al., 1993).

A possivel discriminagdo entre isolados depende do comprimentoe variabilidade da
regido alvo do genoma que € usado para as comparacdes. Trés fragmentos definidos do
genoma, 5’'NTR, E2 e NS5B foram selecionados por Greiser-Wilke e colaboradores em 2000,
em um protocolo padronizado para o célculo de arvores filogenéticas, sendo estabelecida a
nomeclatura dos tipos genéticos. Essas trés regides do genoma do VPSC tém sido
sequenciadas e comparadas para avaliar a possibilidade de diferenciacdo genética entre as
amostras isoladas e segrega-las em grupos. Andlise de cole¢bes de dados sequenciais
compreendendo 150 nucleotideos da 5’NTR, 190 nucleotideos do gene da glicoproteina E2 e
409 nucleotideos do gene polimerase NS5B serviram de base para a formacédo de trés grupos
genéticos, com trés a quatro subgrupos: 1.1, 1.2,1.3; 2.1, 2.2, 2.3; 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 (Figura 1).
(WANG et al., 2004).
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Figura 1 -Construgdo da expressdo deE™, E1 e E2, do virus da peste suina classica: SP = sinal
peptideo para EE™®, usado para preparar SP para cada construcdo; TMD = dominio
transmembrana.

Fonte: Wang et al., 2004.

Os membros do grupo 1 sdo na sua maioria isolados europeus, isolados americanos
antigos e recentes, alguns isolados da Asia e algumas cepas vacinais. A maioria dos isolados
de diferentes regides da Europa e da Asia foram classificados no grupo 2 e sub-agrupados em
2.1, 2.2 e 2.3. O primeiro relato do virus do grupo 2foi na Alemanha, em 1982. Porém
posteriormente, esses virus foram encontrados em diferentes paises, incluindo a Italia, Franca,
Bélgica, Reino Unido, Austria, Suica, Hungria, Replblica Checa, Pol6nia e Republica
Eslovaca (HOFMANN; BRECHTBUHL;STAUBER, 1994; BARTAK; GREISER-WILKE,
2000).0s membros do grupo 3 foram isolados principalmente da Coréia, Japdo, Taiwan,
Tailandia e Reino Unido (PATON et al., 2000; SAKODA et al., 1999).

Estudo realizado, com 115 isolados do VPSC, da regido 5’NTR, E2 e NS5B classificou
0 VPSC em dois grupos, 1 e 2. No grupo 1 a maioria dos isolados foram doReino Unido e
incluem as cepas de referéncia Alfort/187 da Franga e da Italia. Enquanto queo Grupo 2
incluiu os virus isolados a partir dos paises asiaticos como Japao e Malasia (LOWINGS et
al.,1996). Em outro estudo Stadejek et al. (1997), agruparam os virus de acordo com suas
origens geograficas e identificaram que o virus é geneticamente heterogéneo na Europa
Central. Em Cuba, De Arce et al. (1999) analisaram 15 amostras do VPSC e identificaram um
grupo relacionado.

Observa-se na figura 2 a distribuicdo mundial dos subgenétipos do VPSC (BEER et
al., 2015).
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Fonte: Beer et al. (2015)

3.2.  Epidemiologia

A peste suina cléassica possui distribuicdo mundial segundo a Organizacdo Mundial de
Satde Animal (OIE, 2014). Entre os anos de 1990 a 2000, na Europa, surgiram surtos
esporadicos de PSC nas industrias de suinos (BLOME et al., 2010). Surtos em fazendas foram
notificados tais como: 117 na Alemanha, 48 na Bélgica e 429 nos paises baixos
(MEUWISSEN et al., 1999; SAATKAMP; BERENTSEN; HORST, 2000).

No periodo de 2005 a 2012 houve notificacdo confirmada na Africa do Sul e
Madagascar no continente africano; no Camboja; Republica Popular da China; Taipei; Hong
Kong; india; Indonésia; Republica da Coréia; Laos; Malasia; Miammar; Nepal; Filipinas; Sri
Lanka; Tailandia; Vietnd e Butdo no continente asiatico; em Israel e Arménia no Oriente
Médio; na Bdsnia e Herzegovina, Bulgéria, Croacia, Macedénia, Franca, Alemanha, Hungria,
Lituania, Montenegro e Sérvia, antes e ap0s a separagdo destes dois paises, na Roménia,
Rassia, Sérvia e Eslovaquia, no continente europeu e no continente americano houve
notificagdo na Bolivia, Brasil, Colémbia, Peru, Venezuela, Cuba, Republica Dominicana,
Equador, El Salvador, Guatemala, Haiti, Honduras, Nicaragua e Meéxico (OIE, 2015) e surtos
de PSC em pequenas populacdes de javalis ainda sdo observados em varias regiGes como a
india (BARMAN et al., 2014).
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As notificagOes brasileiras de PSC a OIE, no periodo de 2006 a 2009, ocorreram
somente, em estados brasileiros pertencentes a zona nédo livre (Quadro 1) e todas em suinos

domeésticos.

Quadro 1. NotificacGes de casos de PSC a OIE feitas pelo Brasil no periodo de 2006 a 2009.

Ano | Ano Municipio Suscetiveis Casos Obitos Destruidos Abatidos
Caucaia 172 05 05 0 167
Ibiapina 10 01 01 0 09
Coreal 103 61 56 47 0
2006 CE S?bral , 44 03 03 41 0
Tiangua 1 155 45 45 110 0
Tiangué 2 26 04 03 23 0
Tianguéa 3 02 01 0 01 0
PB Cuitegi 170 66 49 121 0
2007 | CE Caucaia 41 03 03 38 0
2008 | MA Barra do Corda 35 12 12 23 0
RN Macaiba 120 120 118 02 0
AP Macapa 60 06 06 54 0
RN Macaiba 301 74 74 227 0
2009 PA Marajo 44 01 0 44 0
AP Macapéa 04 02 02 02 0
RN Jurucutu 20 17 14 06 0
AP Macapéa 18 03 03 15 0
PA Marajo 200 04 0 200 0

Fonte: OIE (2015)

Os suinos domésticos e selvagens sdo os hospedeiros e Unicos reservatorios do virus,
independente da idade e sexo (OIE, 2008). Além dos suinos, outras espécies sdo susceptiveis
tais como: equinos, bovinos, bubalinos, cervideos, caprinos, coelhos, cdes e gatos (OIE,
2008). Em laboratério o VPSC pode se replicar em varios animais como cobaias e
camundongos (LIEBERMANN, 1988).

A transmissdo do VPSC ocorre, principalmente, de forma horizontal dentro da mesma
populagéo, preferencialmente pelo contato direto ou indiretamente pela ingestdo de alimentos
contaminados e fémites contaminados. A transmissdo vertical possui importancia
epidemioldgica nas criagdes suinas de producao de leitdes, nas formas de evolugéo crénica ou
atipica (FLORES, 2007).
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A disseminacdo do virus ocorre de forma direta ou indireta, porém o contato direto
entre animais, pelas secrecOes, excrecdes, sémen ou sangue, tem importancia nos surtos e em
areas nas quais a PSC ocorre de modo enzootico (LIEBERMANN, 1988; OIE, 2008),
podendo haver interferéncia da viruléncia da amostra como fator facilitador da transmisséo
pelas secrecdes e excregdes (WEESENDOREP et al., 2011).

A introducdo do virus em uma criacdo pode ocorrer pela introdugdo de animais
portadores, com a forma cronica da doenca, com forma atipica ou com infeccéo latente, sem
manifestacdo clinica (WEESENDOREF et al., 2011). A transmissdo direta pode ainda ocorrer
pela copula e inseminacdo artificial, se 0 sémen utilizado for proveniente de varrdo infectado
que esteja eliminando o virus pelo sémen (FLOEGEL et al., 2000).

A transmissdo por via indireta pode ocorrer de diversas maneiras, 0 virus pode ser
disseminado por fémites; veiculos; carreado por pessoas, como Visitantes, veterinarios,
comerciantes e outros. Esta forma de transmisséo é importante para a disseminacdo do virus
de uma criacdo para outra, entre regifes, estados e mesmo entre paises (LIEBERMANN,
1988; OIE, 2014). Dentro de uma criacdo a transmissao indireta pode ocorrer principalmente
pela contaminacdo de fomites, agua e alimentos (LIEBERMANN, 1988; RIBBENS et al.,
2004; OIE, 2014).

A transmissdo vertical pode ocorrer por via transplacentaria, podendo originar animais
persistentemente infectados ou com anomalias congénitas (LIEBERMANN, 1988; OIE,
2008). Experimentalmente foi verificado que cabras gestantes infectadas com o VPSC
transmitem o agente aos fetos, com presen¢a do virus na placenta e &mnion (SHIMIZU;
KUMAGAI, 1989).

O VPSC pode persistir em suideos selvagens, podendo ser um fator de risco
importante para a continuacdo de surtos em suinos domesticos nas areas afetadas, dificultando
0 controle e a erradicacdo da doenca, como foi verificado na Alemanha com persisténcia do
genotipo 2.3 do VPSC (LEIFER et al., 2010) e na Italia e Sardenha, com os subgrupos 1.1. e
2.3, enzodticos em javalis (BIAGETTI; GREISER-WILKE; RUTILI, 2001), que foram
incriminados na disseminagdo para suinos domésticos (LOWINGS et al., 1999).

Os indices de morbidade, mortalidade e letalidade na PSC sdo altos nas infecgcdes
agudas, com indice de letalidade que pode se aproximar a 100%. Estes indices s&o menores
nos casos subagudos e nas infeccBes crbnicas, geralmente fatais, porém afetando apenas
poucos animais do plantel. A idade e o estado imune dos animais podem afetar o curso da

doenca, diminuindo o indice de mortalidade, de modo mais pronunciado em animais adultos,
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que em animais jovens (DEPNER et al., 1995; WEESENDOREF et al., 2009; OIE, 2008,
BLOME et al., 2010).

3.3. Patogenia

As principais portas de entrada do VPSC s8o as vias orais e nasais. Apds a penetragao,
h& colonizacdo viral nas tonsilas, tendo-se verificado em infecgdo experimental que o virus €
detectado nas tonsilas 24 horas apos a infecc¢éo, com inicio de excrecdo viral nasal e retal aos
trés dias apods a infeccdo (OPHUIS; MORRISSY; BOYLE, 2006). Dois a trés dias apds a
infeccdo o VPSC pode ser detectado nas células das criptas e da superficie das tonsilas e nas
células endoteliais dos vasos das tonsilas (NARITA et al., 1999), nos linfonodos
submandibulares, baco, linfonodos mesentéricos e iliacos (NARITA et al., 1999; OPHUIS;
MORRISSY; BOYLE, 2006; DURAND et al., 2009), podendo ser isolado nesse periodo do
baco, rim, coracdo, cérebro e da musculatura estriada (DURAND et al., 2009).
Posteriormente, ha distribuicdo do virus para diversos 6rgdos viscerais e finalmente para o
pancreas e cérebro (OPHUIS; MORRISSY; BOYLE, 2006), sendo também detectado nas
células da mucosa do ileo, em macrdfagos e linfocitos das placas de Peyer, nas células
epiteliais dos acinos e dos dutos pancreéticos (NARITA et al., 1999).

Em avaliacdo quantitativa da colonizacdo do VPSC, a carga viral apresentou valores
méaximos no sangue e nos linfonodos mesentéricos, com valores decrescentes no linfonodo
inguinal, pancreas, baco, linfonodo submandibular, jejuno e ileo, pulmao, figado, tonsilas,
reto, valvula ileo cecal, rim, medula espinhal, es6fago, vesicula biliar, musculatura
esquelética, estbmago, cérebro, duodeno e a menor concentracdo foi verificada no coracao
(LIU et al., 2011).

Amostras virais de alta e moderada viruléncia tem a mesma distribui¢do no organismo
(NARITA et al., 1999; DURAND et al., 2009), enquanto amostras de baixa viruléncia estéo
presentes apenas nas tonsilas, aos trés, cinco e sete dias apds infeccdo experimental, e nos
linfonodos ileocecal e mesentérico, aos sete e oito dias apds a infeccdo (DURAND et al.,
2009). Animais infectados com cepas de baixa viruléncia podem ndo apresentar sinais
clinicos, mas carrear e transmitir o virus (MOENNIG; FLOEGEL-NIESMANN; GREISER-
WILKE, 2003).

A disseminacdo do VPSC no organismo depende da idade do animal, viruléncia da
amostra e dose infectante, podendo haver diferenga na distribuicdo viral nas formas aguda e
cronica e na infeccdo pré-natal (LIU et al., 2011). A dinamica da excrec¢do viral apresenta

variacdo na dependéncia da viruléncia da amostra, curso da doenca e nimero de passagens em
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hospedeiros suscetiveis, ocorrendo maior eliminacdo viral em infeccGes por amostras
altamente virulentas, na forma clinica aguda e apds duas ou trés passagens em hospedeiros
suscetiveis, sendo estes animais, com alta excre¢do do VPSC, importantes na epidemiologia
da doenca (WEESENDORF et al., 2011).

Na PSC ocorre deplecdo linfocitaria induzida por apoptose, sendo mais grave,
ocorrendo em menor tempo e de maior intensidade pela acdo de virus de alta viruléncia
(RENSON et al.,, 2009), atingindo tanto células B, como T do sangue periférico
(SUMMERFIELD et al., 2001;WEESENDORF et al, 2011), com diminuicéo de linfocitos T,
deplegao de células ‘natural killers” (NK) e de neutrofilos (SUMMERFIELD et al., 2001).

O VPSC também interfere na maturacdo e modulacdo dos mondcitos e de células
dendriticas (McCULLOUGH; RUGGLI; SUMMERFIELD, 2009; CHEN et al., 2012),
importantes na modulacéo da resposta imune inata, que sofre interferéncia do VPSC, por meio
de sua proteina ndo estrutural NP que antagoniza a indugdo do interferon (IFN) tipo 1,
promovendo degradacdo proteosomal de IFR3, fator regulador do IFN-gama, diminuindo a
expressao mMRNA de interleucina-10 (IL-10) e inibindo IL-12 (LA ROCCA et al., 2005;
BAUHOFER et al., 2007; McCULLOUGH; RUGGLI; SUMMERFIELD, 2009; SEAGO;
GOODBOURN; CHARLESTON, 2010; FIEBACH et al., 2011; CHEN et al., 2012). A
severidade da doenca depende da viruléncia da amostra, interferindo na cinética da resposta
do hospedeiro a infeccdo, sendo forte e imediata com amostra altamente virulenta, e
progressiva e retardada com virus de viruléncia moderada, apesar de ambas interferirem na
indugéo ou acdo do interferon (RENSON et al., 2009).

Apos infeccdo, anticorpos virais especificos ndo sdo detectados até trés semanas,
provavelmente isto se deve a forte leucopenia induzida pelo virus. No entanto, suinos
recuperados a partir de infeccdo, geralmente desenvolvem anticorpos neutralizantes
persistindo durante toda a sua vida (VAN OIRSCHOT, 2003)

3.4.  Sinais clinicos

O periodo de incubagdo da PSC é varidvel, dependendo da viruléncia da amostra, dose
infectante, via de transmissé@o e idade do animal, sendo geralmente de quatro a seis dias,
podendo variar de dois a 20 dias, dependendo das condi¢des de criagdo (LIEBERMANN,
1988; OIE, 2014).

A gravidade da infeccdo da PSC acredita-se ser determinada por diversos fatores,
incluindo a viruléncia da estirpe bem como fatores relacionados ao hospedeiro e da viruléncia
do virus da PSC (MAYER et al., 2003).
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As apresentaces das manifestacGes clinicas, bem como a gravidade da PSC, sdo
variaveis, no entanto, sua forma clinica tem sido classificada como infeccdes pos-natais,
incluindo asformas hiperagudas, agudas e cronicas; infeccbes transplacentarias, que
ocasionam infeccdes persistentes e alteracdes congénitas (VAN OIRSCHOT; TERPSTRA,
1989; FRIAS LEPOUREAU; PERCEDO ABREU, 2003). A forma aguda da doenca é mais
prevalente em animais jovens, enquanto as formas subagudas e crOnicas ocorrem mais em
animais adultos e velhos (OIE, 2008).

Em geral, enquanto as infecgdes com estirpes de alta viruléncia resultam em doenca
hemorréagica aguda, a infeccdo causada por estirpes de baixa viruléncia pode se tornar cronica
ou subclinica (FREY et al., 1980; VAN OIRSCHOT; DE JONG e HUFFELS, 1983).

A forma hiperaguda € observada raramente, podendo ocorrer por aplicacdo parenteral
de virus de alta viruléncia, e no inicio de um surto agudo, 0s animais podem apresentar
colapso circulatério, hipertermia com valores que podem atingir 41,5°C de temperatura
corporal e graves manifestagdes gerais de abatimento, marcha cambaleante, diarreia e
hiperemia da pele, podendo o 6bito ocorrer em algumas horas a alguns dias (LIEBERMANN;
1988; MOENNIG; FLOEGEL-WILKE, 2003; WEESENDORF et al., 2009).

Na forma aguda, observada com maior frequéncia nos casos de campo, produzida por
amostra de alta viruléncia, o processo nosoldgico transcorre em alguns dias, geralmente
variando de dois a 14 dias, com alta mortalidade, principalmente em animais jovens, ao
exame clinico detecta-se hipertermia, geralmente entre 40,5°C e 41°C, raramente inferior ou
superior a esses valores, sendo este um dos primeiros sinais clinicos da infec¢do. Os animais
apresentam-se fracos, indiferentes, com inapeténcia ou anorexia, proximos uns aos outros ou
amontoados; € comum a observacdo de conjuntivite catarral ou purulenta, as vezes rinite,
dispneia e tosse também podem ocorrer. Ha o aparecimento de sintomatologia nervosa de
origem central, com desorientagdo, marcha oscilante, andar sobre as pontas dos cascos ou
sobre os boletos, cruzando as extremidades posteriores; letargia, ataxia, paresia, e com a
evolucdo os animais podem apresentar espasmos e convulsfes. Os transtornos circulatorios
manifestam-se na pele, preferencialmente no focinho, orelhas, parte posterior do abdémen,
face interna das extremidades, perineo e cauda, sob forma de hiperemia multifocal,
hemorragias petequiais ou equimaticase zonas irregulares de cianose (LIEBERMANN, 1988;
NARITA et al., 1999; KADEN et al., 2000; NARITA et al., 2000; MOENNIG; FLOEGEL-
NIESMANN; GREISER-WILKE, 2003; VIANA et al., 2007; BELAK et al., 2008)

A forma subaguda da PSC ¢ determinada, geralmente, pela infeccdo com amostras de

viruléncia moderada, e 0s animais infectados apresentam quadros clinicos e patologicos
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similares aos observados na forma aguda, porém com menor gravidade, tanto dos sinais e
sintomas clinicos, como das alteragdes macro e microscépicas, e o curso clinico pode durar 20
a 30 dias (NARITA et al., 1999; NARITA et al., 2000; MOENNIG; FLOEGEL-NIESMANN;
GREISER-WILKE, 2003; BELAK et al., 2008).

A forma crénica da doenga € determinada pela infeccdo com amostras de viruléncia
moderada ou baixa, ocorrendo na maioria das vezes em plantel com imunidade parcial ao
virus. Os animais apresentam sinais clinicos gerais de sonoléncia, depressdo, apetite
caprichoso, diminuicdo da quantidade de racdo consumida, podendo apresentar anorexia,
aspecto arrepiado, parada ou atraso no crescimento, hipertermia, que pode atingir 40°C a
41,5°C, de modo persistente ou intermitente, com variados intervalos de tempo, e diarreia,
persistente ou intermitente, com duracdo de um més ou mais. Os animais aparentemente se
recuperam, podendo ocorrer reincidéncia do quadro, e no plantel pode haver aparecimento de
animais com nanismo, natimortos e mortalidade precoce dos leitdes. Nesta forma clinica é
comum o aparecimento de infeccGes secundéarias bacterianas ou virais, que tornam o quadro
mais complexo e mais dificil de ser diagnosticado (NARITA et al., 1999; NARITA et al.,
2000; VIANA et al., 2007; BELAK et al., 2008; OIE, 2008).

A ocorréncia de estirpes de VPSC baixa viruléncia no campo e seu papel na "sindrome
porca gravida transportadora” e na infeccdo congénita do feto por via transplacentaria tém
sido descrita (AYNAUD et al., 1977; VAN OIRSCHOT, 1979), no entanto existe alguma
controvérsia sobre a importancia dessas infecc@es persistentes congénitas na disseminacao do
virus (KADEN et al., 2005).

A forma congénita da PSC geralmente é produzida por amostras de baixa viruléncia, e
depende do estagio da gestacdo. Esta forma pode determinar morte fetal, com consequente
reabsorcdo ou mumificacdo fetal, mal formacBGes de Orgdos viscerais internos e sistema
nervoso central, dependendo da idade do feto, podendo haver também ocorréncia de aborto,
ou se a gestacdo chegar a termo pode haver ocorréncia de natimortos, nascimento de produtos
fracos, com crescimento abaixo do normal, tamanho e peso abaixo do normal, fragueza e
tremores, podendo apresentar dermatite, conjuntivite, diarréia, ataxia ou paresia do posterior,
podem ir a Obito em semanas ou meses ou sobreviverem mais de seis meses, embora
dificilmente atinjam um ano de idade. Pode haver o nascimento de leitdes imunotolerantes,
com viremia persistente, sem producdo de anticorpos, tendo estes animais importancia
epidemioldgica por se constituirem em fonte de infeccdo para o plantel, pela excrecéo
intermitente do virus. As alteracbes patoldgicas podem ser diversificadas, consistindo de

hipoplasia cerebelar, desmielinogénese do sistema nervoso central, microencefalia, hipoplasia
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pulmonar, atrofia timica, ascite, deformacdes da cabeca e das pernas e outras malformacdes,
ou apenas diminuicdo no desempenho reprodutivo (KADEN et al., 2005; WEESENDORF et
al., 2009).

3.5.  Diagnostico

Os métodos laboratoriais contemplam a deteccdo e identificacdo do agente etioldgico
no sangue e/ou 6rgdos e analises sorologicas de pesquisa de anticorpos sericos. Desta forma, o
diagnostico conclusivo da PSC fornece embasamento para a tomada de decisfes no tocante as
acOes de controle e erradicacdo da doenca (OIE, 2008).

Os testes de diagnosticos laboratoriais da infeccdo pelo PSC séo realizados com o
reconhecimento de sua relacdo com o virus da diarreia viral bovina (DARBYSHIRE, 1960) e
de acordo como manual de diagnostico da Unido Europeia (ANONYMOUS, 2002) e o
Manual de Testes de Diagndstico e Vacinas para Animais Terrestres da Organizacdo Mundial
de Saude Animal (OIE). O método de diagnostico utilizadopara identificara infeccdo de
VPSC é baseado na citopatologia e imunocoloracdodas células infectadas em cultura como
anticorpo especifico do VPSC (OIE, 2008).

Os métodos diretos utilizados para a confirmagdo da PSC séo considerados como
“Gold Standard”, dentre eles destaca-se o isolamento do virus (DEWULF et al., 2004);
imunohistoquimica (CORNISH et al, 2005); ELISA direto (DE LAS MULAS; RUIZ-
VILLAMOR; DONOSO, 1997) e reacao de transcripitase reversa em cadeiada polimerase
(RT-PCR) (DENG; WANG; WARD, 2005). Enquanto que os métodos soroldgicos para
deteccdo de anticorpos contra 0 VPSC podem ser feitos pelo teste de virusneutraliza¢do ou
ELISA indireto (DE SMIT, 2000).

Os avancos tecnoldgicos faciltam os estudos de tipagem genética dos virus com base
na determinacdo e comparacdo das sequéncias de nucleotideos em relacdo aos fragmentos
dosgenomas virais. Estes estudos podem ser utilizados para estabelecer a relacdo das
diferentes cepas virais permitindo a classificacdo, além de fornecer subsidios para o
entendimento da disseminagdo do virus e identificar possiveis falhas nas estratégias de
controle (PATON et al., 2000).

Neste sentido a RT-PCRé considerada como o mais sensivel método in vitro para a
deteccdo do VPSC em suinos infectados e é particularmente adequada para a deteccdo
precoce do virus (DEWULF et al., 2004, HANDEL et al., 2004). Esta técnica vem sendo
utilizada nos udltimos anos em estudos de tipagem genética para identificar as possiveis

relages existentes entre os isolados que acometem 0s suinos nos surtos de PSC no mundo
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inteiro (GREISER-WILKE et al., 1998; BARTAK et al., 2000; GREISER-WILKE, 2000;
PATON et al., 2000; TITOV etal., 2015).

3.6. Controle e Prevencao

Surtos de doencas de declaracdo obrigatoria ocorrem regularmente em diversas partes
do mundo, alguns com consequéncias para o setor agricola como € o caso da PSC. Um surto
de PSC causa grande impacto na economia de um pais. Medidas de combate para evitar a
disseminacdo do virus, devem ser imediatamente aplicadas ap0s adeteccdo dos primeiros
casos. A duracdode uma epizootia sera importante, no entanto, os aspectos éticos deverdo ser
avaliados para decidir qual melhor estratégia a ser utilizada para o controle e prevencao da
doenca (PLUIMERS et al., 2002; SCUDAMORE; HARRIS, 2002). A maioria dos paises
erradica com exito a PSC, com uso de abate sanitario e vacinacao (VAN OIRSCHOT, 2003).

A erradicacdo do VPSC ocorreu em alguns paises apds a implementacdo de medidas
sanitarias rigorosas, tais como: Austrdlia, Canad4, Nova Zelandia, Estados Unidos da
América(EUA), e alguns Estados membros da Unido Europeia (EDWARDS et al., 2000;
MOENNIG; FLOEGEL-NIESMANN; GREISER-WILKE, 2003).

Na Unido Europeia o controle e erradicagdoda PSC s&o baseados na Directiva
2001/89/ CE (COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2001) e no Brasil as
medidas de prevencdo, controle e erradicacdo da PSC devem seguir as orientacGes e
determinacbes do Plano de Contingéncia da Peste Suina Classica do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2004).

No Brasil o primeiro Programa de Combate a PSC foi instituido em 1980 (BRASIL,
1980), que foi reformulado posteriormente com suspensdo da vacina¢cdo nos grandes centros
produtores, criacdo de um cinturdo de vacinacdo compulsdria em torno dessas areas, controle
de transito e criacdo de fundos de indenizacdo, iniciando o0 processo progressivo de
zonificacdo no pais (BRASIL, 1992). Em 1998 houve a suspensdo da vacinagdo contra PSC
em todo o territorio nacional, objetivando erradicar a doencga por meio de novas estratégias,
com rigorosas medidas de vigilancia sanitaria (BRASIL, 1998). As acGes do Ministério de
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em relacdo a sanidade dos suinos e as
medidas de controle e erradicacdo da PSC foram consolidadas com a criacdo do PNSS
(BRASIL, 2004).

Mudanca na regra, oficializada pela resolugdo 29 da OIE e aprovada pelos paises
membros em maio de 2013, altera a condicdo da peste suina classica de doenga de auto
declaracdo para doenca de reconhecimento oficial. Na situacdo anterior, cada pais membro
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poderia declarar seu territério ou parte dele como livre da doenca. Neste contexto no Brasil,
através do Ministério da Agricultura, certificou apenas os estados de Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, sendo assim 0s primeiros estados brasileiros a conquistar reconhecimento pela
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), como érea livre de PSC, onde 0s mesmos sao
responsaveis por 68% das exportacfes nacionais de suinos, porém as areas auto declaradas
livres, serdo auditadas internacional (BRASIL, 2015).

Os estados brasileiros que possuem o reconhecimento nacional de zona livre da peste
suina (Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias, Tocantins,
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Sergipe, Rondonia, Acre e Distrito Federal), estdo
comprometidos a se adequar as exigéncias da OIE para também tentar obter o reconhecimento
internacional. Os demais estados brasileiros fazem parte da area ndo livre, porém a meta do
MAPA ¢ que a enfermidade seja erradicada em todo o territério nacional.

De acordo com o Plano de Contingéncia da Peste Suina Classica (BRASIL, 2004),
todos os casos suspeitos devem ser notificados ao MAPA, que providenciard visita de
profissional médico veterinario de 6rgdo oficial, que fard exame clinico nos animais da
criacdo e dos animais suspeitos, além de avaliar as condi¢fes sanitarias da criacdo e coletar
amostras para analise laboratorial. Em caso de confirmacdo da suspeita, a equipe de
emergéncia serd acionada, tomando as medidas adequadas determinadas pelo Plano de
Contingéncia no foco, na zona interna de protecdo e na zona externa de vigilancia.

Para as areas livres de PSC devem ser tomadas medidas que evitem a entrada do virus,
através de medidas de vigilancia, controle de fronteiras, portos e aeroportos, impedindo a
entrada de suinos, material de multiplicacéo e produtos derivados provenientes de regies ou
paises, com foco, surto ou epizootia de PSC, ou quando a doenca existir de modo enzodtico,
de acordo com as informacGes e recomendacdes da OIE (OIE, 2008) e do MAPA (BRASIL
2004).

Em muitos paises a PSC é controlada por vacinac¢do, porém isso implica um custo
continuo, bem como restri¢des ao comércio com areas livres de PSC. No entanto, uma politica
de vacinacao profilatica coerente e sisteméatica em situacdes endémicas pode levar a um ponto
de partida favoravel para uma politica de ndo vacinacéo e erradicacdo do virus. No Brasil, a
vacinacdo somente sera realizada em situacdo excepcional, com risco de disseminacéo e a
critério do servico veterinario oficial, mediante plano especifico, onde estdo incluidas, entre
outras medidas, a extensdo e delimitagdo da &rea em que sera efetuada a vacinacéo, categoria

e quantidade estimada de suinos a serem vacinados e duragédo da vacinagdo, utilizando apenas
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vacinas registradas no MAPA, produzidas sob controle do servigo veterinério oficial
(BRASIL, 2004).

As vacinas contra PSC devem obedecer as recomendacGes da OIE (2008); as
inativadas com virus total ndo devem ser utilizadas. As vacinas com virus vivo modificado
devem utilizar amostras do VPSC que tenham sido atenuadas em culturas celulares ou em
hospedeiro suscetivel, ndo pertencente a familia Suidae, produzidas em culturas de células ou
em animais ndo suinos, devendo ser validadas quanto a identidade, esterilidade, pureza,
seguranca, ndo transmissibilidade, estabilidade e imunogenicidade (OIE, 2008). A elaboracgéo
de novas vacinas deve, além de proporcionar boa imunizacdo e protecdo contra desafio de
amostras selvagens, visar o impedimento da transmissibilidade do virus, tanto da amostra
vacinal, como de virus selvagem, que consiga se reproduzir no animal vacinado, promover
imunizacdo contra todos os gendtipos do VPSC e permitir a diferenciacdo soroldgica entre
animais infectados e vacinados. Neste contexto pesquisas recentes tém utilizado novas
amostras vacinais, como as amostras HCLV (ZHANG et al., 2011) e C (GRAHAM et al.,
2012), pestivirus quimérico CP7E2alf (KONIG et al., 2011), vacina vetoriada por adenovirus
expressando gene E2 do VPSC (SUN et al., 2011), vacina de subunidade, como a vacina com
peptideos da particula viral (MONSO et al., 2011), vacina com o gene E2 produzido em leite
de cabra (BARRERA et al., 2010).
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Abstract

The classical swine fever (CSF) is a highly contagious viral disease of pigs and wild boar, caused by a
Pestivirus. The objective of thisstudy was to conduct a phylogenetic analysis of viral samples isolated on
Classical Swine Fever outbreaks in Brazil. Eleven viral isolates in CSF outbreaks in the period 2001 to
2009 were used in this study. The samples were submitted to RNA extraction and the full-length E2 gene
of CSF virus (1.119 nucleotides) was amplified by PCR and sequenced. The sequences were analyzed by
the programs contained in STADEN package and the phylogenetic analyseswere performed by Neighbor
Joining method with 1000 bootstrap replicates using the MEGA 6.6 program. The A06 and A19 isolates
(both from the state of Maranhdo) grouped with high level of confidence with strains belonging to
subgenotype 1.1. The other Brazilian isolates (A02, A09, A15, A16, A20, A27, from Ceard; AO5, from Rio
Grande do Norte; A1l and Al12, from Amapa) presented a different segregation pattern into the
subgenotype 1.1, forming a separate group within genotype 1, subgenotype 1.5. It is emphasized that
epidemiological and molecular studies should be conducted continuously in order to understand the
dynamics of outbreaks and thus reduce the losses caused by this disease.

Keyword: Classical swine fever, virus, swine, phylogenetic study

Resumo

Objetivou-se com este estudo realizar a analise filogenética de amostras virais isoladas em surtos de
Peste Suina Classica no Brasil. Foram utilizadas 11 amostras virais isoladas nos surtos de PSC no periodo
de 2001 a 2009. Para a analise filogenética as amostras foram submetidas a extracdo do RNA seguida da

reacdo de transcricao reversa-PCR (RT-PCR) direcionadas para amplificar a sequéncia completa (1.119
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nucleotideos) do gene E2 do virus. Para o estudo filogenético todas as amostras foram sequenciadas e
as arvores filogenéticas foram realizadas pelo método de Neighbor Joining com 1.000 réplicas debootstrap.
Os isolados A06 e A19 (ambos do estado do Maranhdo) agruparam com alto indice de confianca com as
cepas pertencentes ao subgenotipo 1.1. Ja os demais isolados (A02, A09, A15, A16, A20, A27, Ceard; A05,
Rio Grande do Norte; e A11 e A12, Amapd), mostraram-se menosrelacionados ao subgenétipo 1.1.,
formando um novo subgenétipo, designado 1.5. Ressalta-se que estudos epidemiolégicos e moleculares
devem ser realizados de forma continua para que se entenda a dindmica dos surtos de PSC e
consequentemente reduzir as perdas ocasionadas por esta enfermidade.

Palavra-Chave: epidemiologia molecular; suideos; VPSC.

INTRODUCAO

A Peste Suina Classica (PSC) é uma doenca de notificacdo obrigatéria a Organizacdo Mundial da Saude
Animal (OIE 2015), que possui importancia econémica por ser altamente contagiosa, acometendo suinos e
javalis. A doenga é enzoética na América do Sul, América Central e algumas partes da Europa, Asia e Africa
(Desai 2010).

0 virus da PSC (VPSC) pertence ao género Pestivirus da familia Flaviviridae (King et al., 2012),
possui a caracteristica de ser pequeno, envelopado, RNA de filamento simples com sentido positivo e com
o genoma de 12.5 Kb, o qual é delimitada por regides nao traduzidas 5'-terminal e 3'-terminal (5'- NTR, 3'-
NTR) (Meyers&Thiel 1996). Em comum com todos os flavivirus, o genoma VPSC codifica as proteinas
estruturais, incluindo a grande glicoproteina E2 (gp55), na metade 5'do genoma, e as proteinas nao
estruturais, incluindo NS5B, na extremidade 3'. Regides ndo codificantes (NCRs) existem em ambas as
extremidades 5'e 3' do genoma (Meyers&Thiel 1996).

0 VPSC pode ser dividido em trés gendtipos (1, 2 e 3), que podem ser subdivididos em 10
subgendtipos (1.1,1.2,1.3, 2.1, 2.2, 2.3, 3.1, 3.2, 3.3, e 3.4) (Paton et al. 2000). O subgenétipo 2.1 ainda pode
ser subdividido em 2.1a, 2.1b (Pan et al. 2005), 2.1c (Jiang et al. 2013) e 2.1d (Zhang et al. 2015).
Recentemente, a andlise filogenética de amostras do VPSC isoladas em Cuba demonstrou a existéncia de
um novo subgendétipo 1.4 (Postelet al. 2013).

Com os avangos das plataformas tecnoldgicas para sequenciamento do DNA bem como para
andlises das sequéncias, os estudos filogenéticos tém assumido importante papel para subsidiar o
conhecimento da epidemiologia molecular, bem como o controle das doengas. A andlise filogenética é um
pré-requisito para o rastreamento de virus e, portanto, permitir a aplicacio de medidas de controle mais
efetivas (Postelet al. 2012). Estudos de epidemiologia molecular recentes de alguns paises endémicos para
PSC sugerem que o virus em circulacdo no campo evoluiu sob a selecdo positiva exercida pela resposta
imune a vacina, conduzindo a novas variantes virais atenuadas que causam formas mais brandas da
doenga (Pérezet al. 2012, Ji etal. 2015).

Trés regides do genoma (150 nucleotideos da regido nao traduzida 5’NTR, 190 nucleotideos do
gene E2 e 409 nucleotideos do gene NS5B) do VPSC tém sido largamente empregadas para estudos

filogenéticos, porém os comprimentos curtos das sequéncias representam um fator limitante para a
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diferenciacdo de isolados estreitamente relacionados (de Arce et al. 2005, Pereda et al. 2005, Postel et al.
2012). Recentemente, tem sido sugerida a utilizacdo da sequéncia completa do gene E2 (1.119
nucleotideos) para analise filogenética de isolados de VPSC (Postelet al. 2012). O gene E2 esta relacionado
a glicoproteina do envelope, essencial para o processo de replicacdo (Van Gennipet al. 2002). A analise
genética dessa regido é importante inclusive do ponto de vista do desenvolvimento de vacinas com
marcador, uma vez que induz imunidade protetora (Pérez et al. 2012).

No Brasil, o Laboratério Nacional Agropecuario em Pernambuco (LANAGRO-PE) é o 6rgao
responsavel pelo diagndstico viral da PSC. No periodo compreendido entre 1999 e 2009, foram realizados
51 isolamentos do VPSC, procedentes da regido Norte, nos Estados do Amapa (4) e Para (2), e na regido
Nordeste, nos Estados do Maranhéo (1), Ceara (19), Rio Grande do Norte (15), Paraiba (4) e Pernambuco
(6). Analisando-se a distribuicao espacial dos focos, observou-se que ndo havia um padrdo bem definido
que permitisse elaborar hipdteses mais consistentes sobre a origem dos mesmos (Silva, 2012).

Neste contexto, a analise e monitoramento da evolucdo do virus da PSC referente a regido E2 sdo
indicados para andlises filogenéticas, avaliando os tipos e subtipos virais que circulam no Brasil. Desta
forma, objetivou-se com este estudo realizar a andlise filogenética de amostras virais isoladas em surtos
de PSC no Brasil.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Foram selecionadas amostras de 6rgdos de suinos (bago, amigdala e linfonodo) positivos para o
VPSC, pela técnica de isolamento viral em cultivo de célula PK15, representativas dos surtos ocorridos no
Brasil entre os anos de 2001 e 2009, descritos por Silva (2012). Considerando a disponibilidade de
material biolégico, foram processadas para o estudo filogenético do VPSC 11 isolados originarios dos focos
de PSC nos estados do Rio Grande do Norte (RN), Ceara (CE), Maranhdao (MA) e Amapa (AP). Como

controle foram adicionadas ao estudo trés estirpes do VPSC - Bréscia, Alfort 19 e Alfort 187.

Extracdo do RNA total e RT-PCR

As amostras foram submetidas ao processo de extracdo do RNA viral utilizando o kit QJAamp®
Viral RNA, segundo o protocolo do fabricante. O RNA extraido foi submetido a reacdo de
TranscricdoReversa-PCR (RT-PCR) em uma tUnica etapa, utilizando o kit QIAGEN® OneStep RT-PCR. O
gene E2 do VPSC foi amplificado por PCR para o estudo filogenético, seguindo a seguinte estratégia: (a)
amplificacdo de fragmento de 190 nucleotideos do gene E2 preconizado pela OIE para classificagdo de
VPSC usando os primers P5-P7; (b) amplificagio da sequéncia completa do gene E2 de VPSC (1119
nucleotideos) usando as combinac¢des de primers P5-P7, P9-P6 e P8-P6. Os primers utilizados foram
descritos previamente por Postelet al. (2012). Observa-se na Figura 1 a metodologia adotada.
Sequenciamento e andlise filogenética

0 estudo filogenético foi conduzido a partir de cDNA obtido pela RT-PCR de RNA viral contido
em amostras de necropsia ou com baixa passagem em cultivo celular para minimizar a interferéncia de
algum tipo de selecdo de gendtipos virais ap6s o cultivo celular. Desta forma, as sequéncias obtidas
correspondem, o mais préximo possivel, as sequéncias dos genétipos virais envolvidas nos surtos.

As amostras amplificadas foram sequenciadas utilizando 0 kit
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BigDyeTerminatorCycleSequencing v 3.1 ReadyReaction(Life Technologies) em sequenciador automatico
ABI PRISM 3500 (Life Technologies).

As sequéncias geradas foram analisadas para analise de confian¢a das sequencias e montagem
dos contigsutilizandoos programas contidos no pacote STADEN (Staden, 1996). Em seguida, as sequéncias
obtidas foram alinhadas com as sequéncias de referéncia depositadas no GeneBank (Tabela 1) pelo
programa CLUSTALW e a arvore filogenética foi construida pelo método de Neighbor Joining com 1000
réplicas de bootstrap utilizando o programa MEGA 6.06 (Tamura et al. 2011). Para confirmar um
agrupamento distinto dos isolados, 0 mesmo conjunto de sequéncias foi também analisado pelo método

de Maxima Verossimilhanca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo filogenético observou-se que os isolados A06 e A19 (ambos do estado do Maranhao) agruparam
com alto indice de confianga com as cepas Alfort 187 e Alfort A19, pertencentes ao subgendtipo 1.1. Ja os
demais isolados (A02, A09, A15, A16, A20, A27, Ceara; AO5, Rio Grande do Norte; e A11 e A12, Amapa),
mostraram-se menos relacionados aos representantes dosubgenétipo 1.1., formando um grupo separado
dentro do genétipol, subgenétipol.5 (Figura 2).A segregacdo entre os isolados brasileiros e os isolados
dos subgenodtipos 1.1, 1.2, 1.3 e 1.4 foi suportada por altos valores de bootstrap indicando uma alta
significancia estatistica.De acordo com Topferet al. (2013) o VPSC é um RNA virus que utiliza para
replicagdo uma RNA polimerase que nao realiza “proof-readingrepair”, o que pode levar a alta taxa de
mutacdo durante a replicacdo viral, inclusive ao surgimento de quasespécies.

As sequéncias também foram analisadas pelo método de Maxima Verossimilhanca e a arvore
resultante mostrou agrupamento similar com a mesma segregacdo dos isolados brasileiros. Andlises mais
aprofundadas, como por exemplo, analise de distancia genética e andlise das sequéncias de nucleotideos
da regido 5’'NTR-E2 do genoma do VPSC (Postel et al. 2013), deverao ser realizadas para dar mais robustez
a classificagao dos isolados em um novo subgenétipo.

Considerando a distribuicdo geografica, constatou-se que os isolados do estado do Maranhdo
foram classificadas no subgenétipo 1.1, enquanto que as demais da regido nordeste (Ceara e Rio Grande
do Norte) foram agrupadas no subgenétipo 1.5, juntamente com as do Amapa, da regido Norte. Trabalho
anterior de andlise filogenética de isolados brasileiros do VPSC, utilizando um fragmento de 190
nucleotideos do gene E2 do VPSC, classificou as amostras como pertencentes ao genoétipo 1.1, sem
informagdes sobre o estado de origem dessas amostras nem sobre os focos, ha apenas a informagdo de
que duas sao dos anos 1987 e 1995 (Pereda et al. 2005).

Os focos de origem das amostras (Rio Grande do Norte, Ceara, Maranhdo e Amapa) eram
caracterizados por elevada letalidade, com quadro clinico e anatomopatolégico compativel com a forma
aguda tipica da PSC (Silva 2012), indicando a circulagdo de amostra viral de alta viruléncia. O achado do
genoétipo 1 do VPSC associado a esses focos corrobora com a informacdo de que o gendtipo 1 esta
associado a cepas de alta viruléncia, enquanto que os genoétipos 2 e 3 estdo associados a cepas de
moderada e baixa viruléncia (Leifer et al. 2011). Adicionalmente parece ndo haver diferenca marcante de
viruléncia entre os subgenétipos 1.1 (amostras A06 e A19, do estado do Maranhdo)e 1.5 (demais amostras

dos estados do Cear3, Rio Grande do Norte e Amapa).
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No presente trabalho foi utilizada a sequéncia completa do gene E2 para analise filogenética do
VPSC. Embora outras regides tenham sido utilizadas para classificagio do VPSC, como as regides
referentes aos genes NS5B e 5’NTR (Paton et al. 2000, Blacksell et al. 2004, Sarma et al. 2011), sequéncias
completas de E2 mostraram ser as mais adequadas para filogenia.Além disso, sequéncias mais longas
compreendendo parte da regido 5’NTR e as regides que codificam as proteinas viraisNrro, C,Ems, E1 e E2
(designado 5'NTR-E2) também tém sido utilizadas para analise filogenética de isolados de VPSC. Contudo,
a sequéncia completa de E2Zmostrou ser mais adequada para obter uma filogenia viavel, estatisticamente
significativa e com resultados tdo bons quanto os obtidos com as sequéncias 5’NTR-E2. Esta estratégia tem
sido, portanto, recomendado pelo laboratério de referéncia OIE para a PSC, uma vez que fornece uma base
solida e melhorada para estudo da epidemiologia molecular do VPSC (Postelet al. 2012). Os estudos mais
recentes tém empregado a sequencia completa de E2 para os estudos filogenéticos e classificagdo de
novos isolados do VPSC (Jiang et al. 2013, Postel et al. 2013, Bhaskar et al. 2015, Zhang et al. 2015).

E bem conhecido que o gene E2 de VPSC codifica a proteina mais imunogénica do envelope viral,
que induz a producio de elevados titulos de anticorpos neutralizantes. As vacinas disponiveis sdo de dois
tipos: virus vivo atenuado por passagem em coelhos ou em cultivo celular e as de subunidade E2. A vacina
mais comum € a cepa C (chinesa) lapinizada (Van Oirschot 2003, Suradhatet al. 2007, Beer et al. 2015). A
vacinacdo de suinos no Brasil foi feita sistematicamente até 1991, porém a partir de 1992 foi
progressivamente suspensa em todo territdrio nacional. Entretanto, como medida de contencdo de focos
tem sido usado a vacinagdo com vacina viva atenuada para controlar os surtos de PSC, como foi o caso, em
2002, nos Estados do Ceard, Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Rio Grande do Norte (Freitas et al.
2007), e em 2009, no Amapa. Diante dessas circunstancias é improvavel que a vacinagao tenha interferido
de alguma forma na evolugdo genética das amostras estudadas, pois foram colhidas nos focos antes da
vacinacao.

Até recentemente acreditava-se que a diversidade genotipica do VPSC ndo comprometia a
eficicia vacinal, desta forma, embora as cepas vacinais sejam derivadas do genétipo 1, protegem contra os
grupos 2 e 3 (Van Oirschot2003,Suradhat et al. 2007,Beer et al. 2015). Entretanto, uma amostra do VPSC
foi isolada na China do soro de um animal de um rebanho imunizado e classificada como novo
subgendtipo - 2.1d. (Zhang et al. 2015). Apesar de ndo haver a informacao de qual tipo de vacina havia
sido usada no rebanho, é sabido que as vacinas empregadas na China sdo todas produzidas com a amostra
C (Luoet al. 2014). O isolamento do VPSC de um rebanho imunizado sugere que a vacinagdo ndo induziu
protecdo contra o subgendtipo 2.1d. Diante da constatacdo da existéncia do subgendtipo 1.5 do VPSC no
Brasil, serd necessario avaliar até que ponto a divergéncia entre esse gendtipo e o vacinal, sobretudo
amostra C, pode interferir na protecao de suinos vacinados, quando expostos ao subgenétipo 1.5. Ha de
ser considerado que nos focos estudados, apos a realizacdo deste estudo, o controle da PSC foi feito com a
eliminacdo de animais e vacinagdo sistematica, o que indica que a vacinagdo teve acao protetora.

0 diagnéstico da PSC geralmente é feito pelo isolamento em linhagens celulares permissivas e
sua identificacdo pela pesquisa de antigenos virais, através da imunofluorescéncia ou imunoperoxidase,
empregando anticorpos policlonais ou monoclonais (MAbs), ou pela pesquisa do RNA viral, pela RT-PCR. A
caracterizacdo dos isolados pode ser feita por sequenciamento parcial do cDNA ou por MAbs. A RT-PCR

tem sido cada vez mais empregada, tanto para a deteccdo do agente, quanto para diferenciacao de outros
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pestivirus (OIE 2015). Dentre essas alternativas para diagndstico da PSC as que poderiam ser afetadas
devido a pequena variabilidade genética, como a observada no subgenotipo 1.5, sdo a RT-PCR e os ensaios
com MAbs. Uma vez que todos os isolados deste estudo foram identificados com MADbs, seria necessario
investigar como os isolados do subgendtipo 1.5 se comportam frente aos primers que estdo sendo
amplamente empregados na RT-PCR para diagnéstico da PSC.

Em conclusio, os resultados com base na analise da sequéncia completa do gene E2 mostraram
a presenca de isolados virais pertencentes ao subgenoétipo 1.1, como ja tinha sido relatado anteriormente,
e apresentaram isolados brasileiros de VPSC que ndo podem ser atribuidos ao genétipo 1.1, mas formar
um novo subgenoétipodesignado subgenétipo 1.5. Desta forma, ressalta-se que estudos epidemiolégicos e
moleculares devem ser realizados de forma continua para que se entenda a dindmica dos surtos de PSC e
consequentemente reduzir as perdas ocasionadas por esta enfermidade. Adicionalmente, é valido
ressaltar que o gene E2 de VPSC codifica a proteina mais imunogénica do envelope deste virus e, portanto,
essa proteina é largamente utilizada em vacinas de subunidade contra o VPSC. Ou seja, uma analise
detalhada da composicdo genética do gene E2 é importante para avaliacdo da eficicia das vacinas
atualmente disponiveis e para o desenvolvimento de novas vacinas direcionadas para os isolados

circulantes no pais.
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Legendas das Figuras

]

P5-P7=750nt
P9-P6=791 nt
P8-P6= 700 nt

Figura 1. Estratégia para amplificacdo do gene E2 de VPSC para estudo filogenético.
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Figura 2. Arvore Filogenética dos isolados de VPSC pelo método de Neighbor Joining. Os isolados
brasileiros do VPSC estdo indicados pelo simbolo . Os isolados A06 e A19 agruparam com alto indice de
confianga com as cepas Alfort 187 e Alfort A19, pertencentes ao subgenétipo 1.1; os demais isolados (A02,
AO05, A09, Al11, A12, A15, Al6, A20 e A27), mostraram-se menos relacionados ao subgenétipo 1.1,
formando um novo subgenétipo - 1.5.



Legenda da Tabela

Tabela 1. Cepas de referéncia do virus da Peste Suina Classica depositadas no Gene Bank
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Nome do Isolado Subgenétipo Numero de acesso
Alfort/187 1.1 X87939.1
Alfort A19 1.1 PTU90951
Brescia 1.1 AF091661.1
Shimen/HVRI 1.1 AY775178.2
Riems 1.1 AY259122.1
Koslov 1.1 HM237795.1
CAP 1.1 X96550.1
BRESCIAX 1.2 AY578687.1
RUCSFPLUM 1.2 AY578688.1
cS 1.2 AF099102
Malayasia/1986 1.3 JQ411570.1
Guatemala 1.3 ]X028200.1
Margarita 1.4 ]X028201.1
Santiago de Cuba 1.4 ]X028203.1
Paderborn 2.1 GQ902941.1
Germany/1997 2.1 JQ411566.1
China/2009 21 GQ923951
0406/CH/01/TWN 21 AY568569
Lithuania/2009 21 HQ148063
GDHZ.2009 2.1 HQ697227.1
CzechRepublic/1994 2.2 JQ411573.1
Parma 2.2 JQ411579.1
Alfort/Tuebingen 2.3 J04358.2
Sp01 2.3 FJ265020.1
Bulgary/2007 2.3 HQ148062.1
Castellon 2.3 JQ411585.1
Kanagawa 3 JQ411571.1
P97 3 L49347.1
Congenital Tremor Grupo Externo JQ411575.1




	MARTA MARIA NERY FARIAS DA SILVA
	PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA VETERINÁRIA

	MARTA MARIA NERY FARIAS DA SILVA
	PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA VETERINÁRIA

	BIAGETTI, M.; GREISER-WILKE, I.; RUTILI, D.Molecular epidemiology of classical swine fever in Italy.Veterinary Microbiology, v.83, n.3, p.205-215, 2001.
	GRAHAM, S.P. et al. Challenge of pigs with classical Swine Fever viruses after C-strain vaccination reveals remarkably rapid protection and insights into early immunity. PLoS One, v.7, n.1, e 29310, 2012.
	SHIMIZU, M.; KUMAGAI, T. Experimental infection of pregnant goats with swine fever virus. Veterinary Microbiology, v.20, n.3, p.207-214, 1989.

	WEESENDORF, E. et al. Transmission of classical swine fever virus depends on the clinical course of infection which is associated with high and low levels of virus excretion.Veterinary Microbiology, v.147, n.3-4, p.262-273, 2011.
	de Arce H.D., Ganges L., Barrera M, Naranjo D., Sobrino F, Frías M.T. &Núñez J.I. 2005.Origin and evolution of viruses causing classical swine fever in Cuba. Virus Res.112(1-2):123–131.

