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RESUMO

VIDIGAL, Pedro Marcus Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2010.Estudo filogeografico e analise comparativa dos modelos de classificacdo do
Porcine circovirus-2(PCV-2). Orientadora: Méarcia Rogéria de Almeida Lamego. Co-
orientadores: Abelardo Silva Junior, Claudio Lisias Mafra de Siqueira, Juliana Lopes
Rangel Fietto e Luiz Orlando de Oliveira.

Os agentes infecciosos de suinos tém recebido grande atencdo desde a ultima
década, quando muitos paises produtores acumularam perdas econémicas significativas
devido a patégenos como Rorcine circovirus-2 (PCV-2). O PCV-2 é um virus
classificado na familiCircoviridae e esta associado a um conjunto de diferentes
sindromes em suinos denomindetwcine Circovirus Associated Diseases (PCVAD).

Desde a sua identificacdo e caracterizagéo, o PCV-2 alcangou uma distribuicdo mundial
e a PCVAD tornou-se uma sindrome endémica na maioria dos paises produtores, sendo
considerada a principal causa por perdas nas granjas. Neste trabalho, as nomenclaturas
propostas para a classificagdo das linhagens virais foram comparadas e as vias de
dispersdo do PCV-2 entre os paises suinocultores foram analisadape&ijasa por
sequéncias genbmicas do PCV-2 foi realizada no GenBank e 350 sequéncias de isolados
virais foram aleatoriamente selecionadas. Os modelos de classificacdo do PCV-2 em
gendtipos, recomendado pelo Consércio Europeu que estuBar@gse circovirus

diseases (PCVD) e definido por andlises deismatch distibution, e o modelo de
classificacdo em subgrupos filogenéticos, modelo alternativo e definido por hipoteses
filogenéticas, foram aplicados ao conjunto de sequéncias selecionado. Tanto nas
analises damismatch distribution quanto nas analises filogenéticas, os agrupamentos
formados e as variacbes observadas foram muito semelhantes. Nessas andlises,
observou-se a sobreposicdo entre os agrupamentos em genotipos e em subgrupos
filogenéticos. O gendtipo PCV-2a foi correspondente ao Grupo 2 e reuniu 0s subgrupos
2A, 2B, 2C, 2D e 2E. O genotipo PCV-2b foi correspondente ao Grupo 1 e reuniu 0s
subgrupos 1A, 1B e 1C. O genotipo PCV-2c reuniu apenas a sequéncia do isolado viral
que o define. Esses resultados mostram que as subdivisdes existentes nos genotipos
PCV-2a e PCV-2b ndo devem ser desconsideradas para que a diversidade genética
existente entre os isolados virais do PCV-2 ndo seja subestimada. No estudo
filogeografico, as vias de dispersao do PCV-2 foram preditas por meio de abordagens
filogenéticas e filogeograficas. Nas analises filogenéticas, as arvores foram calculadas

por inferéncia bayesiana e os isolados virais foram agrupados nos genétipos PCV-2a,

vii



PCV-2b e PCV-2c. Nas analises filogeograficas, uma rede de haplotipos foi calculada
pelo algoritmoMedian Joining, para o estabelecimento da genealogia entre os isolados
virais, e as vias de dispersédo entre os paises foram preditas. Para dar suporte a essas
analises, dois bancos de dados foram organizados. O primeiro banco de dados reuniu
todas as informacfes disponiveis sobre os isolados do PCV-2 no GenBank e nas
publicacbes relacionadas ao isolamento viral. O segundo banco de dados reuniu as
estatisticas do comeércio internacional de suinos vivos disponiveisitenl Nations
Commodity Trade Statistics Database DESA/UNSD e foi organizado para estabelecer

um contexto econdémico as vias preditas na rede de haploétipos. A partir dessaseanalises
desses bancos de dados, as seguintes vias de dispersdao do PCV-2 entre os paises
produtores de suinos foram preditAsiérica do Norte — Africa, América do Norte —

América do Sul, América do Norte — Caribe, Europa — América do Norte, Europa —

América do Sul, Europa — Asia, Oceania — Asia e Oceania — América do Norte.

Nessas vias de dispersdo, os principais paises de origem das vias sdo o Canada, 0s
Estados Unidos, a Dinamarca, a Franca e a Holanda, que sao os principais exportadores
de animais no mercado internacional de suinos vivos. As correlacdes observadas entr
as vias de dispersdo do PCV-2 preditas nas analises filogeograficas e as estatisticas do
comércio internacional de suinos vivos mostram a importdncia do movimento de
animais no rebanho mundial para a emergéncia de novos patdgenos e a necessidade da

criacao de barreiras sanitarias cada vez mais eficazes no comércio de animais.
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ABSTRACT

VIDIGAL, Pedro Marcus Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2010.
Phylogeographic study and comparative analysis of classification models of
Porcine circovirus-2 (PCV-2). Advisor: Marcia Rogéria de Almeida LamegBo-
advisors: Abelardo Silva Janior, Claudio Lisias Mafra de Siqueira, Juliana Lopes
Rangel Fietto and Luiz Orlando de Oliveira.

The pig infectious agents have received great attention since the last decade,
when many pig producing countries accumulated economic losses due to pathogens
such asPorcine circovirus-2 (PCV-2). The PCV-2 is a virus classified @ircoviridae
family and is associated with a number of different syndromes in pigs called Porcine
Circovirus Associated Diseases (PCVAD). Since its identification and characterization,
PCV-2 has reached a worldwide distribution and the PCVAD became a syndrome
endemic in most producer countries and currently considered the main cause for losses
on pig farms. In this study, the nomenclatures proposed for the classification of viral
isolates were compared, and the spread routes of PCV-2 among pig producing countries
were analyzed. A search for genomic sequences of PCV-2 was performed in GenBank
and 350 sequences of viral isolates were randomly selected. The classification model of
PCV-2 in genotypes, recommended by the European consortium that studies the Porcine
circovirus diseases (PCVD) and defined by analysis of mismatch distribution, and the
classification model in phylogenetic subgroups, an alternative model defined by
phylogenetic hypotheses, were applied to the set of selected sequences. Both in the
mismatch distribution analysis and in the phylogenetic analysis, the groups formed and
the changes observed were very similar. In these analyses, there was an overlap between
genotypes and phylogenetic subgroups. The genotype PCV-2a was equivalent to Group
2 and grouped the subgroups 2A, 2B, 2C, 2D and 2E. The genotype PCV-2b was
equivalent to Group 1 and grouped the subgroups 1A, 1B and 1C. The genotype PCV-
2c only grouped the sequence of the viral isolate that defines it. These results show that
the existing subdivisions in the genotypes of PCV-2a and PCV-2b should not be
neglected for don’t underestimate the genetic diversity among isolates of PCV-2. In the
phylogeographic study, the spread routes of PCV-2 were predicted through
phylogenetic and phylogeographic approaches. In phylogenetic analysis, the
phylogenetic trees were calculated by Bayesian inference and the isolategouped
in the genotypes PCV-2a, PCV-2b and PCV-2c. In phylogeographical analysis, a
haplotype network was calculated by Median Joining algorithm for the establishment of
genealogy among the viral isolates, and the spread routes of PCV-2 among the countries
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were predicted. To support these analyses, two databases were organized. The first
database grouped all available information on the isolates of PCV-2 in GenBank and in
publications related to viral isolation. The second data set grouped the statistics of live
pigs’ trade available at United Nations Commodity Trade Statistics Database
DESA/UNSD and was organized to establish an economic context to establish an
economic context in the phylogeographic analysis. From these analyses, the following
spread routes of PCV-Rere predicted: North America — Africa, North America—

South America, North America — Caribbean, Europe — North America, Europe —

South America, Europe»> Asia, Oceania— Asia and Oceania — North America. In

these spread routes, the main countries of origin of the routes are Canada, United States,
Denmark, France and the Netherlands, that are the major exporters of animals in the
international trade of live pigs. In this study, were identified correlations between the
means of dispersal of PCV-2 in pigs predicted by the phylogeographic context and the
statistics on international trade in live pigs. This correlation shows the importance of the
movement of animals in the world to the emergence of new pathogens and the need to

establish sanitary barriers that are increasingly effective for trade in animals.



INTRODUCAO GERAL

Revisao Bibliografica Porcine circovirus-2(PCV-2).



1.1. INTRODUCAO

Na década de 70, um novo virus que ndo provocava efeito citopético foi
identificado como sendo um agente contaminante em células de rim de suino da
linhagem PK-15 (ATCC-CCL31) (Tischeat al., 1974). Estudos mostraram que as
particulas virais possuiam diametro de 17 nm, que o genoma viral era constituido por
DNA circular fita simples e que apenas 0s suinos possuiam anticorpos contra esse novo
virus (Tischeret al., 1982). Com base nessas observacdes, Tisghal. (1982)
nomearam esse virus coniorcine circovirus (PCV). O PCV foi considerado né&o
patogénico aos suinos, uma vez que infec¢cdes experimentais com o virus nao
reproduziram a doenca clinica e os animais infectados ndo apresentaram qualquer
alteracdo patoldgica visivel (Tischet al., 1986). OsPorcine circovirus foram

classificados na famili@ircoviridae (Lukertet al., 1995).

No final da década de 90, um novo PCV foi identificado em suinos que
apresentavam os sintomas Mlestweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS)
(Meehanet al., 1998). A PMWS é uma sindrome que havia sido caracterizada no oeste
do Canada e que provoca elevada mortalidade ou perda de parametros produtivos nos
suinos acometidos (Harding e Clark, 1997; Harding., 1998). As analises genéticas
e sorologicas mostraram diferencas significativas entre os PCV contaminantes das
células PK-15 e esse novo PCV isolado nos animais com sintomas da PMWS (Meehan
et al.,, 1998). A partir dessas diferencas, esses dois virus foram nomeados,
respectivamente, comorcine circovirus-1 (PCV-1) ePorcine circovirus-2 (PCV-2)
(Meeharet al., 1998).

Além da PMWS, o PCV-2 foi associado a um conjunto de diferentes sindromes
em suinos denominadorcine circovirus associated diseases (PCVAD) (Opriessniggt
al., 2007). As PCVAD rapidamente tornaram-se endémicas na maioria dos paises
suinocultores e sé@o consideradas as principais causas das perdas nas granjas (Madec
al., 2008; Ramamoorthy e Meng, 2009; Grau-Rata., 2010).



1.2. TAXONOMIA

O International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
(http://www.ictvonline.org) classifica o PCV-1 e o PCV-2 como sendo duas espécies
virais do génercCircovirus da familiaCircoviridae. Os virus classificados na familia
Circoviridae séo virus ndo envelopados, possuem genomas constituidos por DNA fita
simples e sdo os menores virus que infectam aves, suinos e outros mamiferos

(Ramamoorthy e Meng, 2009).

A familia Circoviridae é dividida em dois géneros, 0 géndsgrovirus e o
Circovirus (Figura 1.1). Oircovirus apresentam uma organizacdo gendémica diferente

dosGyrovirus, possuindo genomas ambisenso (Niag@., 1998).

Familia: Circoviridae
Género: Gyrovirus

Espécie: Chicken anemia virus (CAV)*
Género: Circovirus

Espécies: Beak and feather disease virus (BFDV)
Canary circovirus (CaCV)
Duck circovirus (DuCV)
Finch circovirus (FiCV)
Goose circovirus (GoCV)
Gull circovirus (GuCV)
Pigeon circovirus (PiCV)
Porcine circovirus-1 (PCV-1)*
Porcine circovirus-2 (PCV-2)
Starling circovirus (StCV)
Swan circovirus (SwCV)

Figura 1.1. Organizacdo taxondmica da familiaCircoviridae segundo o ICTV.
Fonte: ICTV Virus Taxonomy Release 2009 (http://www.ictvonline.org/, acessado em
11 de abril de 2010). As espécies virais marcadas com o asterisco (*) correspondem as

espécies tipos dos géneros.

Os virus da famili&ircoviridae possuem mecanismos e estruturas de replicacéo
muito semelhantes aos virus das famiEminiviridae e Nanoviridae, que infectam
plantas (Vega-Rochet al., 2007). Evidéncias indicam que um ancestral@osovirus
teria sido originado pela recombinacgéo entrédNasovirus (Nanoviridae) e os virus da
familia Caliciviridae, virus de RNA que infectam vertebrados (Gibbs e Weiller, 1999;
Davidson e Silva, 2008). Supde-se que vertebrados ancestrais, infectados com algum
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virus da familiaCaliciviridae, tenham entrado em contato com a seiva de plantas

infectadas com dlanovirus (Gibbs e Weiller, 1999).

O génerdCircovirus tem sido constantemente atualizado com a identificacdo de
novas espécies virais e a Ultima espécie viral identificada f8ivam Circovirus
(SwWCV) (Halamiet al., 2008). Com o advento da metagendmica, estudo dos micro-
organismos totais presentes em um ambiente (Hugenholtz e Tyson, 2008), a familia
Circoviridae também devera ser atualizada com a identificacdo de novos genomas virais
(Rosarioet al., 2009). Recentemente, estudos metagendémicos das fezes de humanos e
chimpanzés identificaram novos genomas virais com caracteristicas genbmicas e
filogenéticas distintas dos demais virus da fan@lizoviridae (Blinkova et al., 2010;

Li et al., 2010). Um novo género, denomina@yclovirus, foi proposto por Litet al.

(2010) e possivelmente sera considerado pelo ICTV.
1.3. ORGANIZACAO GENOMICA E REPLICACAO VIRAL

O PCV-1 e o PCV-2 possuem genomas constituidos de DNA circular fita
simples e estes genomas compartilham uma identidade que varia entre 68% e 76%
(Tischer et al., 1982; Meehanet al., 1998). O genoma do PCV-1 possui 1758

nucleotideos e o genoma do PCV-2 possui 1767 ou 1768 nucleotideos.

O genoma do PCV-2, em sua forma duplicada, possuiQpéss Reading
Frames (ORFs) e uma origem de replicacdo (Figura 1.2). A ORF1 esta localizada na
fita positiva (senso) do genoma do PCV-2 e ocupa uma regido de 945 nucleotideos que
codifica as proteirsaRep (314 aminoacidos) e Rep’ (178 aminoacidos), proteinas que
estdo envolvidas na replicacdo viral (Bratanich e Blanchetot, 2002; Marekeaitz
2004) A proteina Rep’ ¢é produzida a partir de um processamento alternativo do RNA
mensageiro que codifica a proteina Rep (Bratanich e Blanchetot, 2002). Na fita negativa
(anti-senso) estéo localizadas as duas outras ORFs. A ORF2 ocupa uma regiao de 702
nucleotideos e codifica a proteina Cap (233 aminoacidos), proteina estrutural do
capsideo viral (Hamedt al., 1998). A ORF3, por sua vez, ocupa uma regiao de 315
nucleotideos e codifica a proteina Apo (104 aminoacidos) que esta relacionada com a
induc&o da morte celular por apoptose e com a patogénese virel &Lil2005; Liuet
al., 2006).



A origem de replicacdo esta localizada na regido intergénica entre as ORF1 e
ORF2. Esta regido € composta por uma estrutura em forma de grampo e quatro
sequéncias de hexanucleotideos (H1, H2, H3 e H4) localizadas a jusante (Figura 1.2). A
estrutura em grampo, por sua vez, possui uma sequéncia AXTAXTAC na sua volta e
uma sequéncia palindrome de 10 nucleotideos, com 2 citosinas nas posi¢cées 3 e 10,

localizada na sua haste (Cheung, 2004b).

ponto de clivagem

Origem de replicacéo

= 1400 _ %
Genoma do PCV-2 ** <
1768 pb

[CGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCGGCAG

H1 [ H2 H3  H4

ORF2

O
%
% ORF1: codifica as proteinas Rep e Rep'.

ORF2: codifica a proteina Cap.
ORF3: codifica a proteina Apo.

Figura 1.2. Representacdo do genoma do PCV-A ORF1 esta localizada na fita
positiva (senso) e as ORF2 e ORF3 estdo localizadas na fita negativa (antienso).
mapa gendmico foi obtido utilizando o programa CLC Main Workbench v5.6.1 (CLC
bio, USA) e 0 esquema da origem de replicacéo foi baseado no trabalho publicado por
Faurezet al. (2009).

A duplicacdo do genoma do PCV-2 ocorre na primeira etapa ciclo de replicacéo
viral e 0 mecanismo desse processo de duplicacdo ainda é desconhecidoe{aurez
2009) Apoés a duplicacdo do genoma viral, as proteinas Rep e Rep’ se ligam as
sequéncia$il e H2 na origem de replica¢do e formam o “complexo protéico iniciador
da replicagdo circulo rolante” (complexo RCR) (Steinfeldtet al., 2001; Faurezt al.,

2009). Apos a sua formagédo, esse complexo € posicionado na haste da estrutura em
grampo, por meio das 2 citosinas nas posi¢coes 3 e 10, e desestabiliza a origem de
replicacdo (Cheung, 2004a). O complexo RCR reconhece a sequéncia AXTAXTAC e
cliva a volta do grampo, gerando uma extremidade 3’OH livre e ligando-se
covalentemente a extremidade 5° do genoma viral (Faurezet al., 2009). A DNA
polimerase celular inicia a replicacdo do genoma do PCV-2 a partir da extremidade
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3’OH, enquanto o dominio helicase do complexo RCR desenrola a fita positiva (senso).

Quando uma unidade do genoma é replicada, o complexo RCR fecha o loop por meio
de uma ligagdo covalente e libera uma cépia da fita positiva (senso) do genoma. Essa
copia, constituida por DNA circular fita simples, pode ser duplicada e iniciar um novo
ciclo de replicacdo ou, entdo, se associar a proteina do capsideo (Cap) e formar a

particula viral.
1.4. PORCINE CIRCOVIRUS ASSOCIATED DIESEASES (PCVAD)

O conjunto das manifestacbes clinicas associadas ao PCV-2 é denominado
Porcine circovirus associated diseases (PCVAD) (Opriessnig et al., 2007,
Ramamoorthy e Meng, 2009). Entre as PCVADPPoatweaning multisystemic wasting
syndrome (PMWS) é a principal sindrome em suinos associada ao PCV-2 (Oprigssnig
al., 2007; Madeet al., 2008; Ramamoorthy e Meng, 2009; Grau-Retra., 2010).

A PMWS afeta os leitdes nos estagios de crescimento e de terminacdo e os
principais sintomas incluem a perda de peso, ictericia, complicacbes respiratérias e a
deplecéo linféide (Harding e Clark, 1997; Hardet@l., 1998; Ramamoorthy e Meng,
2009). Esta sindrome € multifatorial e a sua incidéncia € maior quando outros agentes
co-infecciosos, como Borcine parvovirus (PPV) (Krakowkeet al., 2000; Opriessnigt
al., 2004a), dPorcine reproductive and respiratory ryndrome virus (PRRSV) (Roviraet
al., 2002) e oMycoplasma hyopneumoniae (Opriessniget al., 2004b), estdo presentes
Por esta razdo, sabe-se que nem todo suino que for infectado pelo PCV-2 desenvolvera
a PMWS (Kekarainegt al., 2010). Entretanto, a eficacia das vacinas contra o PCV-2 na
reducdo do impacto da PMWS permite confirmar indiretamente que o PCV-2 é o agente
infeccioso essencial para o desenvolvimento desta sindrome (GraweR#dm2a010).

Além da PMWS, aporcine dermatitis and nephropahty syndrome (PDNS)
(Rosellet al., 2000), desordens reprodutivas (Wetsél., 1999), enterites (Kinet al.,
2004), a pneumonia necrotizante e proliferativa (PNP) (Deblgt, 2003) e goorcine
respiratory disease complex (PRDC) (Kim et al., 2003) também estéo incluidas no
escopo clinico-patoléogico das PCVAD. Considerando esta diversidade das
manifestacfes, o diagnéstico das PCVAD deve ser realizado pela identificacdo dos
sinais clinicos, pela caracterizacédo das lesdes microscopicas nas histopatolégicas e pela
deteccdo do genoma viral ou do antigeno viral do PCV-2 nas lesdes (Segales e
Domingo, 2002; Segalest al., 2005; Opriessnigt al., 2007).



1.5. EPIDEMIOLOGIA

A transmissdo do PCV-2 ocorre predominantemente através do contato com
animais infectados por meio das vias oronasal, fecal e urinaria (Opriesahj2007;
Madecet al., 2008). Observa-se também a transmissao vertical da porca para os leitbes
e a transmissédo pelo contato com sémen infectado (Laroehelle 2000; Kimet al.,

2001; Mcintoslet al., 2006; Madsomt al., 2009; Ramamoorthy e Meng, 2009).

Embora a PMWS tenha sido descrita no final da década de 90 (Harding e Clark,
1997), estudos retrospectivos descreveram lesfes histopatologicas caracteristicas da
PWMS associadas a identificacdo do antigeno do PCV-2 em amostras de tecidos de
suinos coletadas em 1985 e também demonstraram a infecgdo de suinos pelo PCV-2 em
amostras datadas de 1962 (Jacobseral., 2009). Atualmente, a PWMS esta
disseminada nos cinco continentes, sendo responsavel por perdas significativas nos
principais paises suinocultores, e o PCV-2 é considerado um patégeno onipresente no

rebanho suino mundial (Grau-Roeial., 2010)

No Brasil, a PMWS foi diagnosticada e associada ao PCV-2 no ano 2000
(Ciacci-Zanella e Morés, 2001; Ciacci-Zanella e Morés, 2003) e estudos retrospectivos,
realizados pelo grupo de pesquisa em Infectologia Molecular Animal (LIMA) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), identificaram o virus em amostras de tecidos de
suinos datadas de 1978 (dados nao publicados). Um estudo filogeogréfico realizado por
esse mesmo grupo de pesquisa mostrou que a introducdo do PCV-2 na suinocultura
brasileira poderia estar relacionada a reduzidos eventos de introducdo originarios

principalmente da Asia e Europa (Chiarelli-Netal., 2009b).

Os javalis também sao susceptiveis a infeccdo pelo PCV-2 e a ocorréncia de
lesbes histopatolégicas compativeis com a PMWS tem sido observada (Stlalilze
2004; Knell et al., 2005; Sofiaet al., 2008). Dessa forma, populagbes de javalis
selvagens podem atuar como reservatérios do PCV-2 e fonte de infec¢do para os suinos
nas regides produtoras (Sofhaal., 2008). Além disso, a possibilidade da infecgao,
replicacéo e transmisséo do PCV-2 em camundongos, descrita por @abd¢008)
e a recente identificacdo do PCV-2 em camundongos e ratos capturados em granjas com
suinos infectados por Lorinet al. (2010), acendem um sinal de alerta e estabelece um
panorama extremamente complexo para a epidemiologia do virus. Neste panorama, 0s

ratos atuariam na introducdo do PCV-2 nas granjas livres do virus por meio do contato
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com reservatorios naturais, na manutencao da infeccdo pelo PCV-2 dentro granjas de

suinos e na dispersédo entre as regifes produtoras.
1.6. CONTROLE

O PCV-2 e um virus estavel e resistente ao meio ambiente das granjas de suinos,
o que dificulta a erradicacdo do virus e facilita a sua disseminacdo (Ramamoorthy e
Meng, 2009). A adocdo de um conjunto de praticas de manejo conhecido como o
“Plano de 20 pontos de Madec” (Madecet al., 2000) tem sido eficiente para diminuir a
mortalidade nas granjas afetadas pelas sindromes associadas ao PCV-2 (Grau-Roma
al., 2010).

As préticas de manejo recomendadas sédo focadas na manutencdo da higiene e na
reducdo do estresse dos animais nos diferentes estagios da criacdo. Estas praticas
incluem procedimentos para o fluxo adequado dos animais (todos dentro/todos fora),
desinfeccdo do ambiente, reducdo na densidade de animais, monitoramento da
temperatura e da qualidade do ar, uso apropriado da vacinagdo e dos tratamentos
antiparasitarios e isolamento ou eutanasia dos animais doentes (&ladec2000;

Segales e Domingo, 2002; Grau-Roehal., 2010).

Quatro vacinas contra o PCV-2 estdo disponiveis comercialmente e tém sido
utilizadas para combater a infecgéo viral em leitdes e porcas (Tabela 1.1). Estas vacinas
tém se mostrado eficazes em condicbes experimentais e a campo, reduzindo a
incidéncia das sindromes associadas ao PCV-2 e a perda dos parametros produtivos
(Fachingesrt al., 2008; Pejsakt al., 2009; Segalest al., 2009).

O grupo de pesquisa em Infectologia Molecular Animal da UFV também tem
trabalhado no desenvolvimento e aperfeicoamento de candidatos vacinais especificos
para o controle da infec¢do pelo PCV-2 no rebanho suino brasileiro. Trés prototipos
vacinais (Tabela 1.2) que utilizam a proteina do capsideo viral do PCV-2 como antigeno

foram desenvolvidos e estdo sendo testados.



Tabela 1.1.Vacinas contra oPorcine circovirus-2disponiveis comercialmente.

Vacina® Companhia Antigeno

Ingelvac circoflex Boehringer Ingelheim| Proteina Cap do PCV-2

Suvaxyn PCV2 one dosq Fort Dodge Pfizer PCV1-2 quimérico inativado

Porcilis PCV* Intervet-Schering )

. _ Proteina Cap do PCV-2
Circumvet PCV* Plough Animal Health
Circovac Merial PCV-2 inativado

Fonte: Grau-Romaet al. (2010). *As vacinas Porcilis PCV e Circumvet PCV
correspondem ao mesmo produto, mas sao comercializados em paises diferentes por
empresas diferentes. No Brasil € comercializada a Circumvet G¥as as vacinas

listadas estdo disponiveis comercialmente no Brasil.

Tabela 1.2.Protétipos vacinais contra oPorcine circovirus-2desenvolvidos pelo
LIMA/UFV.

Protétipo vacinal Referéncia Antigeno

DNA Recombinante Silva-Junior et al. (2009) | Proteina Cap do PCV-!

Proteina recombinante expres )
. , - Proteina Cap do PCV-!
em Escherichia coli*

Adenovirus recombinante Chiarelli-Neto et al. (2009a) Proteina Cap do PCV-]

*O protétipo vacinal encontra-se em processo de patenteamento na Comissao
Permanente de Propriedade Intelectual (CPPI) da Universidade Federal de Vicosa
(UFV).
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CAPITULO 2

Genotipos versus grupos filogenéticos: Uma analise comparativa dos

modelos de classificacdo dBorcine circovirus-2(PCV-2).
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2.1 INTRODUCAO

Durante a ultima década, Borcine circovirus-2 (PCV-2) alcancou uma
distribuicdo mundial e os surtos d@arcine circovirus Associated Diseases (PCVAD)
foram registrados na maioria dos paises produtores. A emergéncia do PCV-2 no
rebanho suino mundial motivou diferentes grupos de pesquisa a realizarem estudos para

compreender a evolucdo, a diversidade genética e a epidemiologia desse virus.

Nos estudos realizados, pelo menos dois grupos principais tém sido descritos nas
analises das hipéteses filogenéticas obtidas a partir das sequéncias do PCV-2.
Entretanto, a falta de padronizacdo na descricdo dos agrupamentos filogenéticos gerou
confusdo dentro da comunidade cientifica e resultou na ado¢do de nomenclaturas
distintas pelos diferentes grupos de pesquisa que tém o PCV-2 como objeto de estudo
(Tabela 2.1) (Segaless al., 2008; Grau-Romet al., 2010).

Tabela 2.1. Nomenclaturas utilizadas pelos grupos de pesquisa que estudam o

PCV-2 para diferenciar as linhagens virais.

Referéncia Nomenclatura utilizada

Segalest al. (2008) PCV-2a PCV-2b PCV-2c
Grau-Romaet al. (2008) PCV-2 gendtipo 4 PCV-2 gendtipo 1 -
Gagnoret al. (2007) PCV2a PCV2b -
Olveraet al. (2007) Grupo 2 Grupo 1 -
Castroet al. (2007) Grupo B Grupo A -

de Boissesost al. (2004) I I -

A maioria dos trabalhos listados na Tabela 2.1 esteve focada na descricdo da
diversidade genética do PCV-2 e na sua relacdo com a epidemiologia e a evolugédo da

patogenicidade.

O Unico trabalho proposto com o objetivo principal de sistematizar um modelo
de classificacédo para o PCV-2 foi o realizado por Oleeeh. (2007). Esse modelo de
classificacéo divide as linhagens virais do PCV-2 em dois grupos principais (Grupos 1 e
2) e em oito subgrupos (Subgrupos 1A a 1C e 2A a 2E) e foi estabelecido pela analise

comparativa das hipéteses filogenéticas obtidas a partir das sequéncias gendmicas do
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PCV-2, da ORF1 (regido codificadora das proteinas envolvidas na replicacéo viral) e da

ORF2 (regido codificadora da proteina do capsideo viral).

Apesar do trabalho realizado por Grau-Roma et al. (2008) ter como objetivo
investigar se os polimorfismos presentes nas sequéncias da ORF2 possuem alguma
relacdo com a patogenicidade do PCV-2, uma metodologia para a genotipagem dos
isolados virais foi proposta pelos autores. Essa metodologia consiste na analise de
mismatch distribution das sequéncias da ORF2. Nessas andlises, os isolados virais
foram agrupados em dois gendétipos, PCV-2 gendtip®CV-2 gendtipo 2, e um valor

de distancia genética-gistance) foi definido para separar os dois grupos.

Com o objetivo de padronizar a nomenclatura que define as linhagens virais do
PCV-2, o Consorcio Europeu que estuals Porcine circovirus diseases (PCVD)
(http://www.pcvd.net) publicou um documento recomendando a comunidade cientifica
a classificacdo do PCV-2 em trés genotipos: PCV-2a, PCV-2b e PCV-2c (Stghles
2008). Essa classificagdo em trés gendtipos foi baseada na metodologia de genotipagem
proposta por Grau-Roma et al. (2008). Os genétipos PCV-2a e PCV-2b correspondem,
respectivamente, aos grupos PCV-2 gendtipo 2 e PCV-2 gendtipo 1 (Tabela 2.1). O
genotipo PCV-2c foi proposto para agrupar trés isolados virais, recuperados de amostras
coletadas na Dinamarca durante a década de 80 (Segale2008). Além disso, cada
um dos trés gendtipos € definido por um virus protétipo, que representa a primeira
sequéncia genbmica de cada genotipo do PCV-2 a ser depositada no banco de dados
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). O cddigo de acesso AF055392 no
GenBank refere-se a sequéncia do protétipo do genétipo PCV-2a, o codigo AF055394
refere-se ao gendtipo PCV-2b e o codigo EU148503 refere-se ao gendtipo PCV-2c.

A classificacdo das linhagens virais do PCV-2 em trés gendtipos pode
representar uma visao limitada da diversidade genética deste virus ao desconsiderar 0s
oito agrupamentos filogenéticos propostos por Oleei. (2007). Neste trabalho, os
dois modelos de classificacdo propostos para o PCV-2 sdo comparados e as diferencas

entre os agrupamentos obtidos sdo analisadas.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Alinhamento das sequéncias de nucleotideos e organiza¢do do conjunto de

dados

Para comparar os dois modelos de classificacdo propostos para o PCV-2, foram
selecionads 350 sequéncias genbmicas no banco de dados GenBank
(http://mwww.ncbi.nIm.nih.gov/Genbank. Acessado em 01 de julho de 2010) (Tabela
S2.1, Material Suplementar). Nesse conjunto estdo incluidas as sequéncias genémicas
utilizadas por Olverat. al (2007) e por Segalest. al (2008) para a definicdo dos

agrupamentos filogenéticos e dos genotipos.

Para as andlises filogenéticas evdlematch distribution, o conjunto de dados de
sequéncias gendmicas foi subdivido em trés outros grupos de sequéncias: sequéncias da
ORF1, sequéncias da ORF2 e sequéncias das ORF1-ORF2 concatenadas. Essa
abordagem foi utilizada para comparar o efeito dessas ORFs na determinacdo dos
agrupamentos dos isolados virais do PCV-2. Os trés conjuntos de sequéncias foram
alinhados no programa ClustalW (Thompsbml., 1994), utilizando as configuracdes

padrdo para a abertura e a extensagage
2.2.2 Andlises filogenéticas

Os agrupamentos filogenéticos foram estabelecidos a partir de hipéteses
filogenéticas inferidas por inferéncia bayesiana, utilizando o programa MrBayes v3.1
(Huelsenbeck e Ronquist, 2001).

Para agilizar a construcao das arvores filogenéticas, um modelo de substituicao
de nucleotideos foi estimado utilizando o programa MrModeltest (Nylagidal,
2004). Essa abordagem forneceu ao programa MrBayes os parametros a serem
estimados, evitando o excesso de parametros dos modelos a serem utilizados na

estimativa das topologias e tamanhos de ramos.

As arvores filogenéticas foram calculadas no MrBayes pelo métottadev
Chain Monte Carlo (MCMC) e utilizando os parametros listados na Tabela 2.2. Uma
vez obtida as hipoteses filogenéticas, os agrupamentos foram formados de acordo com
os dois modelos de classificagdo do PCV-2 propostos por Qd#/ata (2007) e por

Segalest al. (2008). As sequéncias classificadas nesses dois trabalhos serviram como
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referéncia para determinacdo dos agrupamentos. As arvores filogenéticas consenso
foram editadas utilizando o programa FigTree Versionl1.2.3 (http://tree.bio.ed.@c.uk)
as suas topologias foram comparadas (Figuras 2.1, 2.2 e 2.3).

Tabela 2.2 Parametros do programa MrBayes utilizados na analise MCMC.

Parametro Valor
Frequéncia de amostragem das arvaesasyd efreq) 1000
Numeros de corridas independentasis) 2
Numeros de cadeiasghains) 4
Numeros de geracOesgen) 20000000
Numero de amostras descartadagriin)* 12500

*No MrBayes, a topologia e os valores de probabilidade posterior da arvore filogenética
consenso sao calculados considerando-se as arvores filogenéticas amostradas na fase
estacionaria da distribuicdo de probabilidad@osteriori e descartando as arvores
filogenéticas amostradas na fase ndo estacionaria. O parduetno representa as

arvores filogenéticas que sao descartadas e o seu valor padrdo corresponde a parcela de

25% do total de arvores amostradas.
2.2.3 Andlise de mismatch distribution

A analise demismatch distribution consiste em contar o numero de diferencas
entre dois pares de sequéncias em uma amostra e utilizar os resultados para construir um
histograma (Schneider e Excoffier, 1999). Nesse gréfico, a formacdo de mdultiplos picos

indica a presenga de subdivisées no conjunto de dados analisados.

Para testar a metodologia de genotipagem do PCV-2 proposta por GrawRoma
al. (2008) e a classificagdo em gendtipos proposta por Segasbs(2008), os trés
grupos de sequéncias (ORF1, ORF2 e ORF1-ORF2) selecionados neste trabalho foram
analisados. As analises duismatch distribution foram calculadas no programa
Arlequin version 3.0 (Excoffieet al., 2005), utilizando as configuracdes padrdo. As
duas sequéncias do PCV-1 (AY660%/4Y193712) também foram selecionadas como

grupo externo nessas analises.

Para representar os agrupamentos formados nos histogramas, um cladograma foi

obtido no programa MEGA version 4.0.2 (Tamataal., 2007) para cada grupo de
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sequéncias analisado. O cladograma foi calculado utilizando a metodologia de
Neighbor-Joining e considerando o modelo dember of differences, que é o mesmo
modelo utilizado na analise desmatch distribution.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho retomam a discussédo dos modelos de classificagao
do Porcine circovirus-2 (PCV-2), comparando a classificacdo das linhagens virais em

genotipos com a classificagdo em subgrupos filogenéticos.

A hipétese filogenética obtida a partir das sequéncias concatenadas da ORF1 e
ORF2 do PCV-2 (Figura 2.1) foi capaz de reunir os isolados virais conforme o0s
agrupamentos propostos por Olvetal. (2007) e Segaleat al. (2008). A andlise da
topologia da arvore filogenética mostra a sobreposicdo entre os agrupamentos em
subgrupos filogenéticos e em genotipos. O gendtipo PCV-2a foi correspondente ao
Grupo 2 e reuniu os subgrupos 2A, 2B, 2C, 2D e 2E. O genétipo PCV-2b foi
correspondente ao Grupo 1 e reuniu 0s subgrupos 1A, 1B e 1C. O gendétipo PCV-2c
reuniu apenas a sequéncia do isolado viral que o define. De acordo com 8eajales
(2008), esse gendtipo estd restrito apenas a trés isolados virais identificados na
Dinamarca durante a década de 80. Sendo assim, um terceiro grupo deveria ser criado
na classificacéo proposta por Olvetal. (2007) para acomodar esses isolados virais.

Essa sobreposicdo dos trés gendtipos agrupando os oitos subgrupos
filogenéticos, na arvore filogenética (Figura 2.1), mostra que 0s genotipos apresentam
subdivisbes e que essas estariam sendo desconsideradas na classificacdo proposta po
Segalet al. (2008).

A semelhanca entre as hipéteses filogenéticas obtidas a partir das sequéncias da
ORF1 e ORF2 concatenadas (Figura 2.1) e da ORF2 (Figura 2.2) mostram que as
sequéncias da ORF2 sdo um bom sinal filogenético para a classificacdo dos isolados
virais do PCV-2. Essas mesmas observacgdes levaram @harg2007) e Segalest
al. (2008) a recomendarem a utilizacdo das sequéncias da ORF2 para classificagdo dos
isolados virais do PCV-2. Entretanto, ndo € possivel distinguir os subgrupos 1A e 1B na
arvore filogenética obtida a partir das sequéncias da ORF2 (Figura 2.2). Os isolados
virais desses subgrupos possuem sequéncias da ORF2 muito semelhantes e estdo

reunidos no mesmo clado na arvore filogenética. Considerando a impossibilidade de
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distinguir esses subgrupos, Chiarelli-Netoal (2009) propuseram o grupo 1AB para

definir esse agrupamento nas analises com a ORF2.

A diferenciacdo entre os subgrupos 1A e 1B somente se torna evidente se as
sequéncias da ORF1 também forem consideradas nas analises filogenéticas. Dessa
maneira, a utilizacdo das sequéncias da ORF1 e ORF2 concatenadas (Figura 2.1) se
torna a estratégia mais interessante para a correta classificacdo dos isolados virais do
PCV-2 dentro do modelo proposto por Olvetaal. (2007). Mesmo assim, algumas
sequéncias do Grupo 1 e do Grupo 2 nao foram incluidas nos subgrupos propostos na
arvore filogenética (Figura 2.1). Essa limitacdo dos agrupamentos também foi
observada por Olvert al. (2007).

Na andlise filogenética das sequéncias da ORF1 (Figura 2.3), ndo foi possivel
agrupar os isolados virais do PCV-2 nos subgrupos propostos por Qlaeré2007)
Além disso, isolados virais classificados no Grupo 1 (gendtipo PCV-2b) foram
incluidos no Grupo 2 (genétipo PCV-2a) e vice-versa. Também se observa que 0s
isolados virais classificados nos subgrupos 1C e 2B e no gendtipo PCV-2c foram
incluidos no mesmo clado. Essas observacdes comprovam que a ORF1 ndo é o sinal
filogenético mais adequado para a correta classificacdo dos isolados virais do PCV-2,
mas, a0 mesmo tempo, também mostram que as analises dessas sequéncias podernr

revelar informacdes importantes sobre eventos de recombinacéo.
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Grupo 2 (PCV-2a)

Grupo 1 (PCV-2b)

Figura 2.1. Classificacdo das linhagens virais do PCV-2 em subgrupos filogenéticos

e em genotipos utilizando as sequéncias da ORF1 e ORF2 concatenadasore
filogenética ndo enraizada consenso obtida por inferéncia bayesiana. Os niameros juntos
aos nos dos ramos da arvore filogenética indicam os valores de probabilidade posterior
gue definem os agrupamentos. Os oito agrupamento internos (1A a 1C e 2A a 2E) e os
trés agrupamentos externos (PCV-2a, PCV-2b, PCV-2c) correspondem,
respectivamente, as classificagdes em subgrupos filogenéticos proposta poet@lvera
(2007) e em genotipos proposta por Segtlal. (2008).
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Grupo 2 (PCV-2a)

Grupo 1 (PCV-2b)

Figura 2.2. Classificagdo das linhagens virais do PCV-2 em subgrupos filogenéticos

e em gendtipos utilizando as sequéncias da ORHRvore filogenética ndo enraizada
consenso obtida por inferéncia bayesiana. Os ndmeros juntos aos nos dos ramos da
arvore filogenética indicam os valores de probabilidade posterior que definem os
agrupamentos. Os oito agrupamento internos (1A a 1C e 2A a 2E) e os trés
agrupamentos externos (PCV-2a, PCV-2h, PCV-2c) correspondem, respectivamente, as
classificagbes em subgrupos filogenéticos proposta por Obtegh (2007) e em

genotipos proposta por Segadeal. (2008).
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Grupo 2 (PCV-2a)

1C

2B

PCV-2c

0.0060

Grupo 1 (PCV-2b)

Figura 2.3. Classificacdo das linhagens virais do PCV-2 em subgrupos filogenéticos

e em gendtipos utilizando as sequéncias da ORHrvore filogenética ndo enraizada
consenso obtida por inferéncia bayesiana. Os nimeros juntos aos nos dos ramos da
arvore filogenética indicam os valores de probabilidade posterior que definem os
agrupamentos. Os agrupamentos correspondem as classificacdes em subgrupos e em
genotipos propostas, respectivamente, por Oleeah (2007) e Segateet al. (2008).

As variagfes nos agrupamentos podem ser observadas por meio do posicionamento dos
ramos azuis (Grupol ou PCV-2b) e vermelhos (Grupo 2 ou PCV-2a).
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A metodologia proposta por Grau-Romtaal. (2008) foi eficaz para agrupar as
sequéncias da ORF2 e classificar os isolados virais do PCV-2 nos trés gendétipos (PCV-
2a, PCV-2b e PCV-2c) estabelecidos por Segalals (2008) (Figura 2.4).

Para distinguir os genotipos do PCV-2, Grau-Reta. (2008) e Segalest al.
(2008) definiram que os trés genotipos estariam separados por um valor de distancia
genética gf-distance) maior do que 0,035. Esse valor é calculado dividindo-se o nUmero
de diferencas existentes entre duas sequérpaasvise differences) pelo nimero total
de nucleotideos presentes nas sequéncias (Taehwata 2007). Considerando esse
valor, dois isolados virais do PCV-2 somente seréo incluidos no mesmo genaétipo se as

sequéncias de nucleotideos da ORF2 apresentarem uma identidade maior do que 96,5%.

Na andlise demismatch distribution das sequéncias da ORF2, dois picos
principais sdo observados no grafico (Figura 2.4). Esses picos correspondem aos
genotipos PCV-2a e PCV-2b, que sdo os grupos com o maior numero de isolados virais,
e estdo separados pelo valor de distancia genética igual a ped3@ st differences
igual a 24). O pico que representa o gendtipo PCV-2c ndo pode ser distinguido no
gréfico, uma vez que apenas uma sequéncia esta incluida nesse gendétipo. Por outro lado,
esse valor de distancia genética foi capaz de separar os genétipos PCV-2a, PCV-2b e

PCV-2c no cladograma (Figura 2.4).

As andlises denismatch distibution das sequéncias da ORF1 (Figura 2.5) e da
ORF1e ORF2 concatenadas apresentaram variacdes importantes quando comparadas
com as analises da ORF2 e essas indicam algumas limitacdes tanto da metodologia

como do agrupamento em genaotipos.

O padréo de picos observado no graficontnatch distribution das sequéncias
da ORF1 (Figura 2.5) € muito semelhante ao observado na andlise das sequéncias da
ORF2 (Figura 2.4). Entretanto, ndo foi possivel estabelecer um valor de distancia
genética para a separacao dos trés genotipos e os representantes dos genotipos PCV-2a «
PCV-2c foram reunidos no mesmo agrupamento no cladograma (Figura 2.5). Além
disso, as mesmas variacbes encontradas na arvore filogenética obtida a partir das
sequéncias da ORF1 também foram encontradas no cladograma. Isolados virais
classificados no genétipo PCV-2a (ou Grupo 2) forma incluidos no genotip@2BPCV-

(ou Grupo 1) e vice-versa. Dessa maneira, ndo é possivel a utilizacdo das sequéncias da
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ORF1 para a classificacdo do PCV-2 dentro do modelo proposto por Segales
(2008).

A andlise de mismatch distribution das sequéncias da ORF4 ORF2
concatenadas, por sua vez, revela a subdivisdo dos genoétipos (Figura 2.6). Essa
subdivisédo esta evidenciada pela observacédo de um terceiro pico no grafisoateh
distribution no ponto correspondente ao valor de numero de diferepaasvie
differences) igual a 25, que equivale a um valor de distancia genética igual a 0,015. A
utilizacdo desse valor para a definicdo dos agrupamentos no cladograma mostra que 0s
genotipos PCV-2a e PCV-2b apresentam subdivisdes, conforme o observado nas

andlises filogenéticas.

Considerando que essa subdivisdo somente é detectada nas analises com as
sequéncias da ORF1-ORF2 concatenadas, ela poderia ser explicada pelas variacfes
também observadas na comparacdo dos agrupamentos filogenéticos. O subgrupo 1B,
proposto por Olverat al. (2007), somente pdde ser distinguido do subgrupo 1A na
arvore filogenética obtida a partir das sequéncias OGRBRF2 concatenadas (Figura
2.1). A utilizacdo dessas sequéncias na andlisenidmatch distribution pode ter

causado o mesmo efeito no gréafico, sendo observado um novo pico.

Essa comparacdo dos modelos de classificagdo das linhagens viPaiside
circovirus-2 (PCV-2) mostra que 0s agrupamentos propostos pelos autores independem
da metodologia empregada. Tanto nas andlises filogenéticas (Figuras 2.1, 2.2 e 2.3)
guanto nas analises dasmatch distribution (Figuras 2.4, 2.5 e 2.6) 0os agrupamentos
formados e as variagdes observadas foram muito semelhantes. Portanto, o agrupamento
dos isolados virais em trés genoétipos representa uma visao limitada da diversidade
genética existente entre as cepas do PCV-2 ao desconsiderar as subdivisdes existentes
nos gendtipos PCV-2a e PCV-2b.

De acordo com Segales al (2008), a proposta de classificacdo do PCV-2 em
trés genotipos representa uma tentativa de unificar a nomenclatura das linhagens virais,
encerrando a confusdo gerada na comunidade cientifica e reconciliando com a
nomenclatura proposta por Gagnetnal. (2007) (Tabela 2.1). Os representantes dos
principais grupos de pesquisa europeus e norte-americanos que estudam o PCV-2
assinaram o documento que define a classificagcdo nos genotipos PCV-2a, PCV-2b e

PCV-2c, o que também sugere um carater politico para estas decisdes.
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A padronizacdo da nomenclatura que define as linhagens virais do2 PCV-
representa um grande avanco ao facilitar o intercambio de idéias entre os grupos de
pesquisa que estudam o virus. Por outro lado, as subdivisdes existentes nos genotipos
PCV-2a e PCV-2b ndo devem ser desconsideradas para que a diversidade genética

existente entre os isolados virais do PCV-2 néo seja subestimada.
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Figura 2.4. Mismatch distribution das sequéncias da ORF2 do PCV-® gréfico
representa os resultados da analisemitgmatch distribution obtidos no programa
Arlequin (Excoffieret al., 2005). Duas sequéncias do PCV-1 (AY6606AY 193712

foram utilizadas como grupo externo nas analises. O cladograma foi calculado
utilizando a metodologia dBleighbor-Joining no programaMEGA (Tamuraet al.,

2007) e o valor de distancia genétipad(stance) utilizado para definir os agrupamentos

foi estabelecido por Grau-Rorsgal. (2008) e Segalest al. (2008) para a classificacao

dos isolados virais do PCV-2 nos gendétipos PCV-2a, PCV-2b e PCV-2c.
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Figura 2.5. Mismatch distribution das sequéncias da ORF1 do PCV-® gréfico
representa os resultados da analisemitgmatch distribution obtidos no programa
Arlequin (Excoffieret al., 2005). Duas sequéncias do PCV-1 (AY6606A¥ 193712

foram utilizadas como grupo externo nas analises. O cladograma foi calculado
utilizando a metodologia dBleighbor-Joining no programaMEGA (Tamuraet al.,

2007).
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Figura 2.6. Mismatch distribution das sequéncias concatenadas da ORF1 e da
ORF2 do PCV-2. O gréfico representa os resultados da andalisemdatch
distribution obtidos no programa Arlequin (Excoffieral., 2005). Duas sequéncias do
PCV-1 (AY660574e AY193712) foram utilizadas como grupo externo nas analises. O
cladograma foi calculado utilizando a metodologeaNgghbor-Joining no programa
MEGA (Tamuraet al., 2007). *Valor de distancia genética-distance) capaz de
separar os isolados virais nos trés genotipos (PCV-2a, PCV-2b e PCV-2c) propostos por
Segaleset al. (2008). #Valor de distancia genétigadistance) que corresponde ao

terceiro pico observado no gréafico e que evidencia a subdivisdo dos gendtipos.
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2.5 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S2.1. Sequéncias completas de genomas Riwrcine circovirus-2 (PCV-2)

selecionadas no GenBankOs cédigos de acesso marcados com asterisco (*)

correspondem aos isolados virais classificados por Oéveta(2007).

Cédigo do Classificagcdo | Classificacdo | Cddigo do Classificacdo | Classificacéo
GenBank em subgrupos | em genétipos | GenBank em subgrupos | em genotipos
EU148503 | -- PCV-2c AY322001* | 1A PCV-2b
AY682992 | 1- PCV-2b AY322002* | 1A PCV-2b
EF565354 | 1- PCV-2b AY391729* [ 1A PCV-2b
EU302139 | 1- PCV-2b AY424404* [ 1A PCV-2b
EU302140 | 1- PCV-2b AY424405* [ 1A PCV-2b
EU418627 | 1- PCV-2b AY484408* [ 1A PCV-2b
EU450592 | 1- PCV-2b AY484409* [ 1A PCV-2b
FJ644920 | 1- PCV-2b AY484411* | 1A PCV-2b
FJ644921 | 1- PCV-2b AY484412* | 1A PCV-2b
FJ905468 | 1- PCV-2b AY484413* | 1A PCV-2b
AF055394 | 1A PCV-2b AY484414* | 1A PCV-2b
AF201897* | 1A PCV-2b AY484415* | 1A PCV-2b
AF538325* | 1A PCV-2b AY484416* | 1A PCV-2b
AY181945* | 1A PCV-2b AY536755* | 1A PCV-2b
AY188355* | 1A PCV-2b AY536756* | 1A PCV-2b
AY217743* | 1A PCV-2b AY578327* | 1A PCV-2b
AY288134* | 1A PCV-2b AY579893* | 1A PCV-2b
AY291316*| 1A PCV-2b AY604430* | 1A PCV-2b
AY321984* | 1A PCV-2b AY613854* | 1A PCV-2b
AY321985* | 1A PCV-2b AY641542* | 1A PCV-2b
AY321986* | 1A PCV-2b AY651850* | 1A PCV-2b
AY321987*| 1A PCV-2b AY682990* | 1A PCV-2b
AY321988* | 1A PCV-2b AY686762* | 1A PCV-2b
AY321989*| 1A PCV-2b AY686764* | 1A PCV-2b
AY321990* | 1A PCV-2b AY732494* | 1A PCV-2b
AY321991*| 1A PCV-2b AY849938* | 1A PCV-2b
AY321992* | 1A PCV-2b AY874163 | 1A PCV-2b
AY321994*| 1A PCV-2b AY969004* [ 1A PCV-2b
AY321995* | 1A PCV-2b DQO017036*| 1A PCV-2b
AY321996* | 1A PCV-2b DQ104420*| 1A PCV-2b
AY321997*| 1A PCV-2b DQ104422*| 1A PCV-2b
AY321998*| 1A PCV-2b DQ180392 | 1A PCV-2b
AY321999* | 1A PCV-2b DQ220727 | 1A PCV-2b
AY322000* | 1A PCV-2b DQ220728 | 1A PCV-2b
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Cédigo do Classificagdo | Classificagdo | Cddigo do Classificacdo | Classificacdo
GenBank em subgrupos | em genétipos | GenBank em subgrupos | em genoétipos
DQ220729 | 1A PCV-2b EF565350 | 1A PCV-2b
DQ220730 | 1A PCV-2b EF565351 [ 1A PCV-2b
DQ220731 | 1A PCV-2b EF565352 | 1A PCV-2b
DQ220732 | 1A PCV-2b EF565353 | 1A PCV-2b
DQ220733 | 1A PCV-2b EF565355 | 1A PCV-2b
DQ220734 | 1A PCV-2b EF565356 | 1A PCV-2b
DQ220735 | 1A PCV-2b EF565357 | 1A PCV-2b
DQ220736 | 1A PCV-2b EF565358 | 1A PCV-2b
DQ220737 | 1A PCV-2b EF565359 [ 1A PCV-2b
DQ220738 | 1A PCV-2b EF565361 [ 1A PCV-2b
DQ220739 | 1A PCV-2b EF565362 | 1A PCV-2b
DQ233257 | 1A PCV-2b EF565363 | 1A PCV-2b
DQ364650 | 1A PCV-2b EF565364 | 1A PCV-2b
DQ629115 | 1A PCV-2b EF565365 | 1A PCV-2b
DQ629116 | 1A PCV-2b EF565366 | 1A PCV-2b
DQ629117 | 1A PCV-2b EF565367 | 1A PCV-2b
DQ629118 | 1A PCV-2b EF565368 | 1A PCV-2b
DQ629119 | 1A PCV-2b EF675234 | 1A PCV-2b
DQ648031 | 1A PCV-2b EF675235 | 1A PCV-2b
DQ910866 | 1A PCV-2b EU057185 | 1A PCV-2b
DQ915583 | 1A PCV-2b EU136712 | 1A PCV-2b
DQ915587 | 1A PCV-2b EU136713 | 1A PCV-2b
DQ923523 | 1A PCV-2b EU136714 | 1A PCV-2b
DQ923524 | 1A PCV-2b EU136715 | 1A PCV-2b
EF394777 | 1A PCV-2b EU136716 | 1A PCV-2b
EF394778 | 1A PCV-2b EU136718 | 1A PCV-2b
EF394779 | 1A PCV-2b EU136719 | 1A PCV-2b
EF421969 | 1A PCV-2b EU136720 | 1A PCV-2b
EF421973 | 1A PCV-2b EU257513 | 1A PCV-2b
EF452350 | 1A PCV-2b EU340257 | 1A PCV-2b
EF452351 | 1A PCV-2b EU340258 | 1A PCV-2b
EF458306 | 1A PCV-2b EU450584 | 1A PCV-2b
EF493840 | 1A PCV-2b EU450585 | 1A PCV-2b
EF524516 | 1A PCV-2b EU450586 | 1A PCV-2b
EF524519 | 1A PCV-2b EU450587 | 1A PCV-2b
EF524520 | 1A PCV-2b EU450588 | 1A PCV-2b
EF524521 | 1A PCV-2b EU450589 | 1A PCV-2b
EF524522 | 1A PCV-2b EU450590 | 1A PCV-2b
EF524528 | 1A PCV-2b EU503031 | 1A PCV-2b
EF565342 | 1A PCV-2b EU503032 | 1A PCV-2b
EF565343 | 1A PCV-2b EU503035 | 1A PCV-2b
EF565344 | 1A PCV-2b EU545542 | 1A PCV-2b
EF565345 | 1A PCV-2b EU545543 | 1A PCV-2b
EF565346 | 1A PCV-2b EU545544 | 1A PCV-2b
EF565347 | 1A PCV-2b EU545545 | 1A PCV-2b
EF565348 | 1A PCV-2b EU545546 | 1A PCV-2b
EF565349 | 1A PCV-2b EU545547 | 1A PCV-2b
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Cédigo do Classificagdo | Classificagdo | Cddigo do Classificacdo | Classificacdo
GenBank em subgrupos | em genétipos | GenBank em subgrupos | em genoétipos
EU545548 | 1A PCV-2b EF675238 | 1B PCV-2b
EU545549 | 1A PCV-2b EF675240 | 1B PCV-2b
EU545550 | 1A PCV-2b EF675243 | 1B PCV-2b
EU545551 | 1A PCV-2b EU095020 | 1B PCV-2b
EU589463 | 1A PCV-2b EU257512 | 1B PCV-2b
EU594437 | 1A PCV-2b EU257514 | 1B PCV-2b
EU594438 | 1A PCV-2b EU366323 | 1B PCV-2b
EU594439 | 1A PCV-2b EU366324 | 1B PCV-2b
EU594440 | 1A PCV-2b EU366325 | 1B PCV-2b
EU684164 | 1A PCV-2b EU366326 | 1B PCV-2b
EU886637 | 1A PCV-2b EU647557 | 1B PCV-2b
FJ158605 1A PCV-2b EU780073 | 1B PCV-2b
FJ158606 1A PCV-2b EU921255 | 1B PCV-2b
FJ233905 1A PCV-2b EU921256 | 1B PCV-2b
FJ233906 1A PCV-2b EU921257 | 1B PCV-2b
FJ233907 1A PCV-2b FJ041151 | 1B PCV-2b
FJ233910 1A PCV-2b FJ608538 | 1B PCV-2b
FJ501957 1A PCV-2a FJ608539 | 1B PCV-2b
FJ644561 1A PCV-2b FJ608540 | 1B PCV-2b
FJ644563 1A PCV-2b FJ608542 1B PCV-2b
FJ667584 1A PCV-2b FJ608543 | 1B PCV-2b
FJ667594 1A PCV-2b FJ608544 | 1B PCV-2b
FJ667595 1A PCV-2b FJ608546 | 1B PCV-2b
FJ716703 1A PCV-2b FJ608549 | 1B PCV-2b
FJ716704 1A PCV-2b FJ644922 | 1B PCV-2b
FJ905462 1A PCV-2b FJ667587 1B PCV-2b
FJ905464 1A PCV-2b FJ667592 | 1B PCV-2b
FJ905466 1A PCV-2b FJ870969 | 1B PCV-2b
FJ935780 1A PCV-2b FJ870974 | 1B PCV-2b
FN398022 | 1A PCV-2b AY181947* | 1C PCV-2b
FN398023 | 1A PCV-2b AY291317* | 1C PCV-2b
FN398024 | 1A PCV-2b AY556473* | 1C PCV-2b
FN398025 [ 1A PCV-2b AY556476* | 1C PCV-2b
FN398027 [ 1A PCV-2b AY682991* | 1C PCV-2b
GQ227412 | 1A PCV-2b AY686763* | 1C PCV-2b
AY556475* | 1B PCV-2b AY943819* | 1C PCV-2b
AY682995* | 1B PCV-2b DQ201640 | 1C PCV-2b
AY691169* | 1B PCV-2b DQ206444 | 1C PCV-2b
DQ180393 [ 1B PCV-2b EF675230 | 1C PCV-2b
DQ195679 | 1B PCV-2b FJ158607 1C PCV-2b
DQ910865 | 1B PCV-2b FJ594471 | 1C PCV-2b
DQ997817 | 1B PCV-2b FJ644929 | 1C PCV-2b
EF421972 | 1B PCV-2b FJ667583 | 1C PCV-2b
EF524525 | 1B PCV-2b FJ667588 | 1C PCV-2b
EF524530 | 1B PCV-2b FJ712216 | 1C PCV-2b
EF524535 | 1B PCV-2b FJ870970 | 1C PCV-2b
EF675233 [ 1B PCV-2b FJ870973 | 1C PCV-2b
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Cadigo do Classificacdo | Classificacdo | Cdodigo do Classificacdo | Classificacdo
GenBank em subgrupos | em genétipos | GenBank em subgrupos | em gendtipos
AY556474 | 2- PCV-2a AF027217 | 2E PCV-2a
EF524533 | 2- PCV-2a AF055392 | 2E PCV-2a
FJ660969 2- PCV-2a AF085695 | 2E PCV-2a
ABQ072302* | 2A PCV-2a AF086834 | 2E PCV-2a
AF109398 | 2A PCV-2a AF086835 | 2E PCV-2a
AF117753 | 2A PCV-2a AF086836 | 2E PCV-2a
AF201307 | 2A PCV-2a AF112862 | 2E PCV-2a
AY146992 | 2A PCV-2a AF118095* | 2E PCV-2a
AY754016 | 2A PCV-2a AF118097* | 2E PCV-2a
AY754017 | 2A PCV-2a AF264038* | 2E PCV-2a
AY754018 | 2A PCV-2a AF264039* | 2E PCV-2a
AY754019 | 2A PCV-2a AF264040* | 2E PCV-2a
AY754020 | 2A PCV-2a AF264041* | 2E PCV-2a
AY754021 | 2A PCV-2a AF264042* | 2E PCV-2a
AY874164 | 2A PCV-2a AF381175* | 2E PCV-2a
AY874169 | 2A PCV-2a AF381177* | 2E PCV-2a
EU136711 | 2A PCV-2a AF408635* | 2E PCV-2a
EU148507 [ 2A PCV-2a AF454546* | 2E PCV-2a
EU886638 | 2A PCV-2a AF465211* | 2E PCV-2a
AB426905 | 2B PCV-2a AF520783* | 2E PCV-2a
AF154679 | 2B PCV-2a AF544024* | 2E PCV-2a
AF166528 | 2B PCV-2a AY094619* | 2E PCV-2a
AF364094* | 2B PCV-2a AY181948* | 2E PCV-2a
AY146991 * | 2B PCV-2a AY325495* | 2E PCV-2a
AY146993* | 2B PCV-2a AY699793* | 2E PCV-2a
AY180396* | 2B PCV-2a AY754022 | 2E PCV-2a
AY180397* | 2B PCV-2a DQ104421* | 2E PCV-2a
AF201308* | 2C PCV-2a DQ104423* | 2E PCV-2a
AF201309* | 2C PCV-2a DQ629113 | 2E PCV-2a
AF201310* | 2C PCV-2a DQ629114 | 2E PCV-2a
AF109399* | 2D PCV-2a EF394774 | 2E PCV-2a
AF201305* | 2D PCV-2a EF394775 | 2E PCV-2a
AF201306* | 2D PCV-2a EF394776 | 2E PCV-2a
AF264043* | 2D PCV-2a EF452352 | 2E PCV-2a
AF381176* | 2D PCV-2a EF452353 | 2E PCV-2a
AY288135* | 2D PCV-2a EF524518 | 2E PCV-2a
AY322004* | 2D PCV-2a EF524538 | 2E PCV-2a
AY424401* | 2D PCV-2a EF524540 | 2E PCV-2a
AY424402* | 2D PCV-2a EF524542 | 2E PCV-2a
AY424403* | 2D PCV-2a EU057184 | 2E PCV-2a
AY874165 | 2D PCV-2a EU057187 | 2E PCV-2a
AY874166 | 2D PCV-2a EU057188 | 2E PCV-2a
DQ870484 | 2D PCV-2a EU057189 | 2E PCV-2a
DQ915588 | 2D PCV-2a EU450591 | 2E PCV-2a
EU057186 | 2D PCV-2a FJ218001 | 2E PCV-2a
AB072301* | 2E PCV-2a FJ218002 | 2E PCV-2a
AB072303* | 2E PCV-2a FJ233908 | 2E PCV-2a
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CAPITULO 3

Tropecando em patdégeno emergente em todo o mundo: uma
abordagem filogeografica ddPorcine circovirus-2(PCV-2)

considerando o0 mercado mundial.
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3.1. INTRODUCAO

A emergéncia de agentes infecciosos tem acompanhado a histéria evolutiva do
homem e o processo de domesticagdo dos animais. Nos ultimos 50 anos, o rebanho
mundial aumentou significativamente com o desenvolvimento dos sistemas intensivos
de producéo animal em escala industrial, sendo registrado um crescimento de 60% na
produgdo animal entre os anos de 1960 e 2000 &miénal., 2002). Paralelamente, o
processo de integragdo econdmica dos mercados mundiais tornou mais intenso o
transito de animais e produtos derivados entre os paises. Juntos, estes dois fatores tém
contribuido para a disseminacdo e a emergéncia de agentes infecciosos de animais em

diferentes regides do mundo.

O suino foi um dos primeiros animais a ser domesticado pelo homem (Barson
al., 2005; Chenet al., 2007), o que contribuiu para tornar a carne suina uma das
principais fontes protéicas da dieta humana no mundo, com um copsucapta de
15,22 kg por ano (FAOSTAT, http://faostat.fao.org/; acessado em 5 de abril de 2010).
Além da importancia econdémica, a producdo de suinos recebe grande atencédo no estudo
epidemiolégico de virus que também afetam os humanos porgue o0s suinos podem atuar
como reservatorios de diversos patdgenos zoonoticos emergentes como, por exemplo, o
virus Influenza (Nichoét al., 2000; Morris, 2009).

Os agentes infecciosos de suinos tém recebido grande atencdo desde o inicio da
década de 90, quando vérios paises produtores acumularam perdas econdmicas
significativas devido a agentes patogénicos emergentes cdPaocioe Circovirus-2
(PCV-2). OPorcine circovirus-2 € um virus classificado na famil@rcoviridae e foi
caracterizado como um agente causador Pdatweaning Multisystemic Wasting
Syndrome (PMWS) (Meehanet al.,, 1998), estando associado a um conjunto de
diferentes sindromes em suinos denomin@daine Circovirus Associated Diseases
(PCVAD) (Opriessniget al., 2007; Madeet al., 2008; Ramamoorthy e Meng, 2009).

O PCV-2 é um virus ndo envelopado com um genoma ambisenso composto por
DNA circular fita simples de ~1.76kb, possuindo t@#n Reading Frames (ORFs)
gue codificam produtos protéicos ja identificados e caracterizados. A ORF1 codifica
duas proteinas (rep e rep’) envolvidas na replicagdo viral (Mankertzet al., 2004); a
ORF2 codifica a proteina estrutural (cap) do capsideo viral (Henagl, 1998); e a

39



ORF3 codifica uma proteina envolvida na inducao da apoptose celulat 8.iu2005;
Liu et al., 2006).

Desde a sua identificacdo e caracterizacdo, o PCV-2 alcancou uma distribuicdo
mundial, sendo a PMWS, descrita inicialmente no oeste do Canada no ano de 1991
(Harding e Clark, 1997), uma sindrome endémica na maioria dos paises produtores e
atualmente considerada a principal causa por perdas nas granjas évalde2008;
Ramamoorthy e Meng, 2009). O impacto econdmico das PCVAD nos paises produtores
tem estimulado estudos para a compreensdo dos mecanismos evolutivos e
epidemiolégicos do PCV-2 (Larochebeal., 2002; Olveraet al., 2007; Timmuslet al.,

2008; Chiarelli-Netcet al., 2009; Firthet al., 2009).

Baseados em estudos filogenéticos, um modelo de classificagdo para o PCV-2
foi proposto, dividindo-o em trés grandes grupos, genétipos PCV-2a, PCV-2b e PCV-2c
(Segaleset al., 2008). Apesar desses trés genoétipos do PCV-2 serem capazes de
produzir a PMWS, diversos estudos tém demonstrado que os isolados provenientes de
animais que apresentam a PMWS sdo mais frequentemente incluidos no genétipo PCV-
2b, enquanto que isolados provenientes de animais que ndo apresentam a doenca Sao
incluidos no PCV-2a (Ast al., 2007; Grau-Romet al., 2008).

As abordagens filogeograficas e filogenéticas tém se tornado estratégias
interessantes para o0 estudo da epidemiologia de agentes infecciosos a partir de
sequéncias moleculares, uma vez que essas abordagens permitem elucidar o processo
evolutivo dos patégenos e também estabelecer um padrédo de dispersdo dos mesmos em

um contexto historico e geografico (Avise, 2000; Felsenstein, 2003).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi analisar as principais vias de disperséo
do Porcine circovirus-2 (PCV-2) entre 0s paises produtores de suinos, utilizando
abordagens filogeogréficas e filogenéticas, correlacionando-as com as estatisticas do

comércio mundial de suinos vivos.
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3.2. METODOLOGIA

Neste trabalho, todos os dados analisados foram obtidos em bancos de dados
publicos e os aplicativos computacionais utilizados sdo de livre utilizagdo. As
metodologias aplicadas para a organizacdo do conjunto de dados e a realizacdo das
analises filogenéticas e filogeograficas estéo representadas na Figura 3.1 e descritas em

detalhes nos tépicos a sequir.

Busca por sequéncias gendmicas completas do Porcine
circovirus-2 (PCV-2) no banco de dados Nucleotide do GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide).

l Organizacgao de dois bancos de dados
350 genomas completos para as analises filogeograficas:

do PCV-2 selecionados >

aleatoriamente. <) Informagoes obtidas no GenBank
l — (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank):

~~—— cédigo acesso, pais de origem do isolado
— viral e contexto do isolamento.

Alinhamento das
sequéncias no
programa ClustalW.

Informagdes obtidas no UN Comtrade
(http://comtrade.un.org/): estatisticas do
comércio mundial suinos vivos
(mercadoria codigo 0103) dos paises de
origem dos isolados virais.

A 4

Analise dos sitios
polimérficos no
programa DnaSP v5.

Remogao das
regioes intergénicas
e concatenagao das

regioes codificadoras
(ORF1 e ORF2).

Hipotese filogenética
calculada por
inferéncia bayesiana
no programa MrBayes.

Rede de haplétipos
calculada no
programa Network.

T

T

Agrupamento das sequéncias em 107
haplétipos no programa SNAP Workbench.

Seleg¢ao da primeira
posig¢ao do cédon
(menos polimorfica).

Remocao de todos os sitios do alinhamento
com indels e as violagdes dos sitios infinitos.

Figura 3.1. Representacao esquematica das metodologias utilizadas para analisar

as vias de dispersa@orcine circovirus-2(PCV-2).
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3.2.1. Organizacdo do conjunto de dados e agrupamento das sequéncias em

haplétipos

Para as andlises filogenéticas e filogeograficaBaloine circovirus-2 (PCV-2),
foram utilizadas as sequéncias gendémicas do PCV-2 disponiveis no banco de dados
Nucleotide do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide; acessado em 01 de
junho de 2010). Foram selecionadas aleatoriamente 350 sequéncias genomicas
completas (Tabela S3.1. Material Suplementar) e essas sequéncias foram alinhadas n
programa ClustalW (Thompsahal., 1994), utilizando as configuracdes padrdes para a

abertura e extensao dgaps.

A partir desse conjunto de dados, os polimorfismos das sequéncias foram
analisados utilizando o programa DnaSP v5 (Librado e Rozas, 2009) e foram
encontrados 701 sitios polimorficos, correspondendo a 39,6% do genoma do PCV-2.
Essa elevada frequéncia de mutacdes nas sequéncias genémicas do PCV-2 poderia
interferir no estabelecimento das relagbes genealdgicas entre os isolados virais nas
andlises filogenéticas e filogeogréficas, impossibilitando identificar os caminhos

seguidos pela evolucao ao longo das geracdes de linhagens virais.

Para remover a interferéncia desse numero excessivo de polimorfismos, utilizou-
se como estratégia a remocédo das regides intergénicas e a concatenacao das ORF1 €
ORF2. A ORF3 néo foi selecionada porque ela esta sobreposta a ORF1 no genoma do
PCV-2 e a sua utilizacdo faria com que uma mesma regido do genoma estivesse
duplicada nas analises. As duas ORFs foram colocadéandem (ORF1-ORF2) e os
polimorfismos presentes em cada uma das trés posi¢fes de cédons dessas ORFs foram
analisados no programa DnaSP. A partir dos resultados apresentados na Tabela 3.1, os
sitios correspondentes as posi¢cdes do 1° cédon nas sequéncias concatenadas das ORF1
ORF2 foram selecionados e o numero de sitios polimérficos no conjunto de sequéncias
foi reduzido de 701 para 154.

Em seguida, as sequéncias foram agrupadas em haplétipos (grupos de
sequéncias com 100% de identidade) utilizando o programa SNAP Workbench Version
2.0 (Price e Carbone, 2005; Aylet al., 2006). Nesse programa, as posi¢cdes do
alinhamento comndels e as violagbes do modelo de sitios infinitos (Kimura, 1,969)
posicdes com multiplas mutacdes, foram removidas e as 350 sequéncias @ PCV-

foram agrupadas em 107 haplétipos (Tabela S3.1. Material Suplementar).
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Tabela 3.1 Sitios polimoérficos presentes nas sequéncias concatenadas (ORF1-
ORF2).

Sequéncias analisadas Numero de sitios polimorficos
1° codon 154
2° codon 168
3° codon 337
Sequéncia completa (ORF1-ORF2| 659

3.2.2. Informacgdes sobre isolados virais e estatisticas econémicas

Dois bancos de dados foram criados para dar suporte as analises filogenéticas e
filogeograficas. No primeiro banco de dados, foram reunidas todas as informacdes
disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank; acessado em 01 de
junho de 2010) sobre as 350 sequéncias gendmicas do PCV-2 selecionadas no banco de
dados Nucleotide. Essas informacdes incluem: o codigo de acesso no GenBank, o pais
de origem do isolado viral, a data do isolamento viral e os artigos publicados

relacionados com o isolado viral.

O segundo banco de dados foi organizado para estabelecer um contexto
econdmico as analises filogeograficas. Foram analisadas as estatisticas do comércio
mundial de suinos vivos (mercadoria cédigo 0103) disponivei®)mted Nations
Commodity Trade  Statistics Database, UN Comtrade DESA/UNSD
(http://comtrade.un.org/; acessado emdeljunho de 2010) dos paises de origem dos
isolados virais do PCV-2. NdN Comtrade, estao disponiveis as estatisticas anuais das
exportacdes e importacdes realizadas pelos paises a partir do inicio da década de 90,

periodo no qual o PCV-2 alcancou distribuicdo mundial.
3.2.3. Andlises filogenéticas e filogeograficas

Uma hipotese filogenética foi calculada por inferéncia bayesiana utilizando o
programa MrBayes v3.1 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001). Para agilizar a construcéo das
arvores filogenéticas, um modelo de substituicdo de nucleotideos foi estimado
utilizando o programa MrModeltest (Nylandetral., 2004).Essa abordagem forneceu
ao programa MrBayes o0s parametros a serem estimados, evitando 0 excesso de
parametros dos modelos a serem utilizados na estimativa das topologias e dos tamanhos
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dos ramos. As arvores filogenéticas foram calculadas no MrBayes pelo método de
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) e utilizando os parametros listados na Tabela 3.2.
O haplétipo H1 (EU148503), representante do gendtipo PCV-2c, foi definido como

grupo externo.

A arvore filogenética consenso (Figura 3.2) foi editada utilizando o programa
FigTree Versionl.2.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk) e os haplétipos foram agrupados de
acordo com o modelo de classificagao do PCV-2 proposto por Segale008).

Tabela 3.2 Parametros do programa MrBayes utilizados na analise MCMC.

Parametro Valor
Frequéncia de amostragem das arvasasyd efreq) 1000
Numeros de corridas independentasis) 4
Numeros de cadeiasghains) 4
Numeros de geracOesgen) 50000000
Numero de amostras descartadagriin)* 12500

*No MrBayes, a topologia e os valores de probabilidade posterior da arvore filogenética
consenso sao calculados considerando-se as arvores filogenéticas amostradas na fase
estacionaria da distribuicdo de probabilidadgosteriori e descartando as arvores
filogenéticas amostradas na fase ndo estacionaria. O parduetno representa as

arvores filogenéticas que sao descartadas e o seu valor padréo corresponde a parcela de

25% do total de arvores amostradas.

Para representar a distribuicdo geografica e as relagbes genealdgicas entre os
haplétipos do PCV-2, uma rede de haplétipos foi calculada no programa Network
4.5.1.6 (http://www.fluxus-technology.cona) partir do algoritmo deéMedian Joining

(MJ) (Bandeltet al., 1999), utilizando as configuragdes padrdes do programa.

44



3.3. RESULTADOS
3.3.1. Andlises filogenéticas

Na arvore filogenética (Figura 3.2), os 107 hapldtipos do PCV-2 foram
agrupados conforme o modelo de classificacdo proposto por Seigalg2008). Esses
haplétipos correspondem a um conjunto de 350 sequéncias de isolados virais 2le PCV-
originados de sete regides geograficas (Africa, América do Norte, América do Sul,
Asia, Caribe, Europa e Oceania) e vinte e dois paises (Africa do Sul, Alemanha,
Argentina, Australia, Austria, Brasil, Canadé, China, Coréia do Sul, Cuba, Dinamarca,
Eslovaquia, Espanha, Estados Unidos, Franca, Grécia, Holanda, Hungria, Indonésia,

Japao, Roménia e Taiwan).

&
T

Hzp

& 0.02

Figura 3.2. Classificacéo filogenética dos haplétipos do PCV-Arvore filogenética
consenso dos 107 haplétipos do PCV-2 obtida por Inferéncia Bayesiana. Os valores de
probabilidade posteriores calculados pelo programa MrBayes estéo indicados ao lado de
cada no. Os ramos da arvore filogenética foram agrupados de acordo com o modelo de
classificag@o proposto por Segaéesl.(2008). O haplétipo H1 (sequéncia EU148503,

PCV-2c) foi selecionado como grupo externo.
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Dos 350 isolados virais do PCV-2, 95 (27,1%) foram classificados no genotipo
PCV-2a, 254 (72,6%) no gendtipo PCV-2b e 1 (0,3%) no gendtipo PCYA-2c.
classificacdo filogenética dos haplétipos do PCV-2 esta detalhada na Tabela S3.1

(Material Suplementar) e resumida na Tabela 3.3.

Os isolados virais do PCV-2 classificados nos genodtipos PCV-2a e PCV-2b
estdo distribuidos entre os paises da América do Norte, América do Sul, Asia, Europa e
Oceania. Na Africa foi identificado somente um isolado viral classificado no genétipo

PCV-2a e no Caribe foram identificados somente isolados virais do genétipo PCV-2b.

Entre os paises, a China é o pais de origem do maior nimero de isolados virais
de PCV-2 (n=12936,9%), 15 do gendtipo PCV-2a e 114 do gendétipo PCV-2b. Na
Africa do Sul, Alemanha, Espanha, Japdo e Taiwan foram identificados somente
isolados do gendtipo PCV-2a. Na Argentina, Cuba, Eslovaquia, Holanda, Indonésia, e
Roménia foram identificados apenas isolados do gendtipo PCV-2b. O isolado viral

EU148503, identificado na Dinamarca, é o Unico representante do genotipo PCV-2c.
3.3.2. Andlises filogeograficas

Na rede obtida (Figura 3.3), os haplotipos foram identificados conforme a
origem geogréfica e separados em sete grupos: Africa, América do Norte, América do
Sul, Asia, Caribe, Europa e Oceania. Também foi possivel agrupar os 107 haplétipos
conforme o modelo de classificacdo proposto para o PCV-2 (Setjalles2008).A
parcela da rede que agrupou os haplétipos do genétipo PCV-2a esté representada na
Figura 3.3A e a parcela que agrupou os haplotipos do gendtipo PCV-2b e o Unico

representante do genétipo PCV-2c esta representada na Figura 3.3B.

No genotipo PCV-2a (Figura 3.3A) ndo é possivel definir um anico haplétipo
ancestral que originou os demais isolados virais na rede de haplétipos. Por outro lado, o
haplétipo H38 é o ancestral de todos os isolados do PCV-2 classificados no gendétipo
PCV-2b (Figura 3.3B). Nesse haplotipo esta incluido o isolado AF055394, primeiro
representante do genotipo PCV-2b que foi isolado e sequenciado, a partir de amostras

de suinos originadas da Franca (Meetiah., 1998).
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Tabela 3.3. Resumo da classificacéo filogenética dos isolados do PCV-2.

Classificacao filogenética do PCV-2
Regido geogréfica | Pais PCV-2a PCV-2b PCV-2c
Africa Africado Sul |1 - -
América do Norte | Canada 17 21 -
América do Norte [ Estados Unidos| 15 13 -
Ameérica do Sul Argentina - 1 -
Ameérica do Sul Brasil 5 4 -
Asia China 15 114 -
Asia Coréiado Sul |4 12 -
Asia Indonésia - 2 -
Asia Japéo 4 - -
Asia Taiwan 9 - -
Caribe Cuba - 5 -
Europa Alemanha 3 - -
Europa Austria 3 2 -
Europa Dinamarca 2 35 1
Europa Eslovaquia - 10 -
Europa Egpanha 3 - -
Europa Franca 1 19 -
Europa Grécia 1 2 -
Europa Holanda - 9 -
Europa Hungria 4 2 -
Europa Roménia - 1 -
Oceania Australia 8 2 -
Total 95 (27,26) | 254 (72,66) | 1 (0,3%)
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Legenda: O Affica H10

© América do Sul
(O América do Norte
@ Asia

@ Europa

© Oceania
+— 1 mutagao

H36 H37
H57
H11
H94
H58 H62
H45
Q H35
L 4
H95
' H86
H19
H25
S —0

H76

H28 * H27
H29 \.\' H30
H24
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H1(PCV-2c) Legenda:| @ américa do Sul
(O América do Norte
@ Asia

@ Caribe

@ Europa

© Oceania

H43 -
+— 1 mutacao

H55
H44 H18

H48

H79 H66

FYAs

H?13 J

H6q
H40

OH96
OH49

O H14
H50

H38 H26

8
189
—
H69 X (PCV—2b)"- H31

H91
H40

B

Figura 3.3. Rede de haplétipos do PCV-2Rede de haplétipos construida com o

algoritmoMedian Joining (MJ) utilizando o programa Network 4.5.1.0. O tamanho da
circunferéncia € proporcional a frequéncia dos haplotipos e o tamanho dos bracos da
rede é proporcional ao numero de muta¢gdes que separam os hapdd8poReck dos
haplotipos classificados no gendtipo PCV-2&8B. Rede dos haplétipos classificados

nos genodtipos PCV-2b e PCV-2c. As duas setas vermelhas indicam o ponto de conexao

entre as duas redes de haplotipos.
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Sete haplotipos agruparam isolados virais de PCV-2 originados de paises
diferentes (Figura 3.3, Tabela 3.4). Esses haplétipos ocupam posi¢des centrais na rede e
se apresentam como 0s haplétipos ancestrais que originaram as demais linhagens virais.
Dessa maneira, esses haplétipos possivelmente estdo relacionados aos eventos de

introducédo e dispersao do PCV-2 entre os paises produtores de suinos.

Tabela 3.4. Haplétipos que agruparam isolados virais do PCV-2 originados de

paises diferentes.

Haplatipo*

Frequéncia

Genotipo

Regido geogréfica (paises de orig®

H23

PCV-2a

Asia (China) e Europa (Alemanha

Franca).

H38

132

PCV-2b

América do Norte (Canada e Estaq
Unidos), América do Sul (Brasil), As
(China e Coréia do Sul), Europa (Austr
Dinamarca, Eslovaquia, Franca, Holand

Hungria) e Oceania (Australia).

H50

31

PCV-2b

América do Norte (Canada e Estaq
Unidos) e Caribe (Cuba).

H65

PCV-2a

Asia (China) e Europa (Austria).

H68

PCV-2b

Europa (Eslovaquia, Franca e Roménia

H105

12

PCV-2a

Africa (Africa do Sul), América do Nort
(Canada e Estados Unidos), América
Sul (Brasil) e Asia (China e Coréia

Sul).

H107

PCV-2a

América do Norte (Canada e Estag

Unidos) e Asia (China e Jap&o).

* Os cbdigos de acesso das sequéncias dos isolados virais no Gengalibtados na

Tabela S3.1 (Material Suplementar).
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Para representar as vias de dispersao do PCV-2 entre 0s paises, as rotas preditas
na rede de haplétipos (Figura 3.3) foram inseridas em um mapa (Figura 3.4), dando uma
idéia da distribuicdo geografica do PCVNes® mapa, observam-se as principais vias
de dispersdo do PCV-2 entre as regifes geograficasrica do Norte — Africa,

América do Norte — América do Sul, América do Norte — Caribe, Europa — América
do Norte, Europa — América do Sul, Europa — Asia, Oceania — Asia e Oceania —

América do Norte.

O sentido dessas vias de dispersao, e de todas as outras rotas representadas na
Figura 3.4, obtidas na rede de haplotipos, foi estabelecido em um contexto
epidemiologico e econdmico, analisando-se a histéria dos isolados virais do PCV-2 e as
estatisticas do comércio mundial de suinos vivos (mercadoria codigo 0103) disponiveis
no United Nations Commodity Trade Satistics Database, UN Comtrade. Nesse
contexto, foram consideradas as publicacdes sobre o isolamento viral e os historicos de
importacdo e exportacdo de suinos vivos de todos os paises listados na Tabela 3.4. As
estatisticas econd6micas desses paises estdo resumidas na Tabela S3.2 (Material

Suplementar).

A maioria dos haplétipos da Europa foi incluida no genoétipo PCV-2b (Figura
3.3B, Tabela 3.3). O haplétipo H38 foi isolado na Austria, Eslovaquia, Franca, Holanda
e Hungria, representando a principal via de introducdo e dispersdao do virus no
continente. Esse haplétipo também foi identificado na América do Norte, América do
Sul, Asia e Oceania (Tabela 3.4). No genétipo PCV-2a, os principais haplotipos
ancestrais sao os haplétipos H83 e H84, isolados na Espanha, e o haploétipo H23, isolado
na Alemanha e na Franca, que também foi identificado na Asia. O haplétipo H1, por sua
vez, € o Unico representante do gendtipo PCV-2c e estd separado por muitos passos de

mutacéo dos demais haplotipos.

Na Asia, a maioria dos haplotipos foi incluida no genétipo PCV-2b (Figura
3.3B, Tabela 3.3). O haplotipo H38 foi isolado na China e na Coréia do Sul e se
apresenta como a principal via de introducéo e dispersdo do virus no continente. No
genotipo PCV-2a (Figura 3.3B, Tabela 3.3), os principais haplétipos ancestrais dos
isolados virais asiaticos sdo o haplotipo H63, isolado em Taiwan, o haplétipo H105,
isolado na China e na Coréia do Sul e o haplétipo H107, isolado na China e n@Japéo.

haplétipo H105 também foi identificado na Africa, América do Norte e América do Sul

51



e o haplétipo H107 na América do Norte (Tabela 3.4). Além desses haplotipos, outras
trés vias alternativas de introducdo do PCV-2 no continente sdo observadas. O haplétipo
japonés H21 é derivado do haplotipo H41, que foi isolado na Oceania, e os haplotipos

chineses H23 e H65 também foram isolados na Europa.

Entre os haplotipos da América do Norte, observa-se a agregacao dos isolados
virais do gendtipo PCV-2b. O haplétipo H38, isolado no Canada e nos Estados Unidos,
representa a principal via de introducdo do PCV-2 no continente e é o ancestral dos
demais isolados virais norte-americanos. O haplétipo H50 também foi isolado em Cuba
e este haplétipo se apresenta como a Unica via de introducdo possivel do PCV-2 no
Caribe, a partir do Canada (Figuras 3.3A e 3.4). No genétipo PCV-2a, os haplétipos
H105, também isolado na Africa e na América do Sul, e H107, também isolado na Asia,
sdo 0s ancestrais da maioria dos haplotipos norte-americanos e representam as
principais vias de introducdo do virus. Outras duas vias alternativas de introducdo séo
observadas a partir dos haplotipos H23 (Asia e Europa) e H41 (Oceania), que s&o

ancestrais de hapl6tipos norte-americanos.

O haplétipo sul africano H105 é o Gnico representante da Africa. Esse hapl6tipo
foi classificado no gendtipo PCV-2a e também foi isolado na América do Norte

(Canada e Estados Unidos), na América do Sul (Brasil) e na Asia (China).

Na América do Sul, os haplotipos classificados nos genétipos PCV-2a e PCV-2b
foram introduzidos, respectivamente, a partir dos haplétipos H105 e H38, isolados no
Brasil. Esses dois hapl6tipos sdo os ancestrais dos demais isolados virais sul-americanos
e foram os Unicos na América do Sul que também foram identificados em outros paises
(Tabela 3.4).

Na Oceania, todos os haplétipos sédo originarios da Australia e a maioria deste
foi classificada no genétipo PCV-2a (Figura 3.3A e Tabela 3.3). Esses haplotipos estéo
agrupados na rede e foram introduzidos a partir do haplotipo H80, cujo ancestral mais
provavel é o haplotipo H84 que foi isolado na Europa (Espanha). O haploétipo H33, por
sua vez, foi introduzido a partir do haplétipo H105 (Africa, América do Norte, América
do Sul e Asia). No gendtipo PCV-2b, o haplétipo H38, que estd amplamente

disseminado entre os paises (Tabela 3.4), também foi identificado na Australia.
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Dinamarca

Holanda

Alemanha
Eslovaquia

Roménia

Coréia do Sul

Estados Japao

Unidos

Indonesia

Brasil

Australia

Argentina

Africa do Sul

Figura 3.4. Previsédo das rotas principais de dispersdo do PCV-2 na suinocultura
mundial. Essas rotas foram preditas a partir da rede de haplétipos e das estatisticas do

comércio internacional de suinos vivos.

53



3.4. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho langam uma nova perspectiva sobre a epidemiologia
do Porcine circovirus-2, predizendo as principais vias de disperséo do PCV-2 entre os

paises produtores de suinos dentro de um contexto evolutivo e econémico.

A maioria dos isolados virais foi classificada no genétipo PCV-2b (n=374,
79,4%) (Tabela 3.3), que agrupa os isolados de PCV-2 considerados potencialmente
mais patogénicos (Amt al., 2007; Grau-Romat al., 2008). Variantes virais mais
patogénicas sdo capazes de causar a doencga clinica em um maior nimero de animais e,
possivelmente, serdo isoladas com maior frequéncia e 0s seus genomas sequenciados, o
que pode ter contribuido para essa maior frequéncia das sequéncias do genoétipo PCV-
2b no banco de dados do GenBank.

De acordo com Firtlet al. (2009), os isolados virais de PCV-2 da América do
Sul estariam restritos ao genétipo PCV-2b e os da Australia (Oceania) estariam restritos
ao PCV-2a. Entretanto, os resultados mostraram que as variantes virais do PCV-2 estao
amplamente distribuidas entre os paises produtores de suinos, sendo encontrados
representantes dos genotipos PCV-2a e PCV-2b na Asia, América do Norte, América do
Sul, Europa e Oceania (Figura 3.3 e Tabela 3.3). Essas observacdes estdo consistentes
com o descrito por Chiarelli-Ne#b al. (2009).

Do ponto de vista epidemioldgico, os haplétipos que foram isolados em dois ou
mais paises possivelmente estdo envolvidos na dispersdao do PCV-2 entre as regides
produtoras de suinos. A predicdo da dispersao dos haplétipos de PCV-2 entre os paises
por meio da rede de haplétipos (Figura 3.3) encontrou grande correspondéncia com as
estatisticas do comeércio internacional de suinos vivos disponiveisitenl Nations
Commodity Trade Statistics Database DESA/UNSD (UN Contrade). Sete haplétipos
agruparam isolados virais de PCV-2 originados de paises diferentes (Figura 38, Tabel
3.4). A partir desses haplatipos, as principais vias de dispersao do PCV-2 entre os paises
produtores de suinos foram preditas consideraeds estatisticas ddN Comtrade
(Figura 3.4, Tabela S3.2).

Nessas vias de dispersdo do PCV-2 (Figura 3.4), os principais paises de origem
das rotas sdo o Canada, os Estados Unidos, a Dinamarca, a Franca e a Holanda. Nesse:

paises estdo localizadas sedes de importantes empresas que atuam no melhoramenta
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genético de suinos, sendo grandes exportadores de animais no comércio internacional
de suinos vivos. Dessa forma, os suinos originarios desses paises podem ter contribuido

para a disseminagdo do PCV-2 entre os paises produtores.

Na rede de haplétipos (Figura 3.3), o H38 €& o haplétipo mais frequente,
agrupando a maioria (n=132, 37,7%) das sequéncias dos isolados virais analisados, e
também é o mais disseminado entre os paises. Esse haplotipo foi identificado em 12
paises na América do Norte, América do Sul, Asia, Europa e Oceania (Tabela 3.4). O
H38 € o haplotipo que apresentou 0 maior numero de ramificacdes na rede, sendo o
ancestral dos demais isolados virais classificados no genotipo PCV-2b. Por essas razdes,
o haplétipo H38 pode ser considerado o principal responsavel pela disseminagcdo das
linhagens virais do gendtipo PCV-2b na suinocultura mundial.

Além dessas observacbes, alguns dos haplétipos do PCV-2 que foram
identificados em paises diferentes (Tabela 3.4) agruparam isolados virais que possuem
um histérico epidemiol6gico correlacionado. Isolados virais agrupados no haplétipo
H38 foram identificados em surtos de PMWS que ocorreram no oeste da Franca entre
0s anos 1998 e 2001 (Meehatral., 1998; De Boissesoet al., 2004), em seguida na
Holanda entre os anos 2001 e 2002 (Griees@h., 2004) e depois ha Dinamarca entre
0s anos 2003 e 2004 (Dupaattal., 2008). No Canada, um isolado viral agrupado no
haplotipo H38 foi identificado em um surto de PMWS que ocorreu em 2005 em
Quebec, no qual também foram identificados os isolados virais agrupados no haplotipo
H50 (Gagnoret al., 2007). Em seguida, o haplétipo H50 também foi identificado em
surto de PMWS que ocorreu em 2007 no estado da Carolina do Norte nos Estados
Unidos (Cheunget al., 2007) e o esse haplétipo também estd relacionado com os
primeiros casos de PMWS registrados em Cuba (Peakz 2009).

A introducdo e a dispersdo do PCV-2 na suinocultura das regifes geogréficas
consideradas neste trabalho e a correlagcdo desses eventos com o comércio mundial de

suinos vivos séo discutidas detalhadamente nos topicos a seguir.
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3.4.1. Introducéo e dispersao do PCV-2 na Europa

Na Europa, o haplétipo H38 é o ancestral de todos os isolados virais
classificados no genoétipo PCV-2b e é o haplétipo mais disseminado entre os paises
europeus (Austria, Dinamarca, Eslovaquia, Franca, Holanda e Hungria) (Figura 3.3B),

representando a principal via de dispersao do PCV-2 no continente.

A Franca foi o primeiro pais onde o haplétipo H38 foi isolado e sequenciado
(Meehanet al., 1998). Todos os isolados virais originados da Franca analisados nesse
trabalho foram identificados em casos de PWMS que ocorreram no oeste do pais entre
1998 e 2002 (Meehaat al., 1998; De Boissesogt al., 2004). Além disso, a Franca é
pais europeu de origem do maior numero de isolados virais que também foram
identificados em outros paises (Tabela 3.4). Juntas, essas observacdes sugerem que 0

PCV-2 se dispersou na suinocultura européia a partir da Franca.

Na Holanda, todos os isolados virais foram agrupados no haplétipo H38 e foram
identificados em casos de PMWS que ocorreram entre os anos 2001 e 2002 (&rierson
al., 2004). As andlises das estatisticas disponiveisMdComtrade mostram que a
Holanda e a Franca sdo grandes parceiros no comércio de suinos vivos (Tabela S3.2
Material Suplementar). Entre 1992 e 2009, as exportacdes de suinos vivos da Holanda
para Franca movimentaram aproximadamente 404,9 milhdes de ddlares, e, entre 1994 e
2009, as exportagbes da Franca para a Holanda movimentaram 129,3 milhdes de
dolares. Dessa maneira, a introducdo do haploétipo H38 na suinocultura holandesa deve

ter ocorrido a partir da Franca.

O haplétipo H38 também foi identificado em casos de PMWS registrados na
Dinamarca entre os anos 2003 e 2004 (Dupbral., 2008; Lohseet al., 2008). Os
primeiros surtos de PMWS na Dinamarca foram registrados entre outubro de 2001 e
setembro de 2003 (Vigmt al., 2005). As estatisticas d¢éN Comtrade mostram que as
exportacdes totais de suinos vivos realizadas pela Dinamarca sofreram um consideravel
aumento a partir desse periodo. As exportacdes aumentaram de 1,6 bilhGes de dolares,
entre 1989 e 2000, para 6,2 bilhdes de dolares, entre 2002 e 2009. Esse aumento pode
ter contribuido para a disseminacéo do PCV-2 dentro da Europa e da Asia, uma vez que

a Dinamarca é o pais europeu que mais exporta suinos vivos para 0s paises asiaticos.
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No genotipo PCV-2a, o haplotipo H71 foi introduzido na suinocultura
dinamarquesa a partir do haplétipo H72, isolado na Alemanha. A Alemanha é um dos
principais paises de origem das importacdes de suinos vivos realizadas pela Dinamarca
e as transacdes comerciais entre os dois paises somaram 1,7 milhdes de ddlares entre
1992 e 20009.

Na Austria, o haplotipo H38 possivelmente foi introduzido no pais a partir da
Holanda. De acordo com ON Comtrade (Tabela S3.2. Material Suplementar), as
importacées de suinos feitas pela Austria e originadas da Holanda somaram 9,5 milhdes

de ddlares, entre os anos 1995 e 2009.

Na Eslovaquia, a primeira evidéncia da infec¢cdo de suinos com sintomas
associados a PMWS infectados PCV-2 foi registrada em 2009¢{Rikt12009). Todos
os haploétipos originarios da Eslovaquia foram classificados no genétipo PCV-2b e o
haplétipo H38 se apresenta como o ancestral dos demais isolados virais identificados no
pais. Esse haplo6tipo também foi identificado na Dinamarca, Holanda e Hungria, que séo
principais paises de origem das importa¢gfes de suinos vivos feitas pela Eslovaquia, e se
apresenta como a principal via de introdu¢cdo do PCV-2 na suinocultura eslovaca. De
acordo comUN Comtrade (Tabela S3.2. Material Suplementar), as importacdes
originadas da Holanda somaram 10,9 milhdes de dolares, entre 1995 e 2008, as
importacdes originadas da Hungria somaram 8 milhdes de dolares entre 1994 e 2008, e
as importacoes originadas da Dinamarca somaram 3,8 milhées de doélares entre 1994 e
2008.

Uma segunda via de introducdo do PCV-2 na Eslovaquia pode ser predita por
meio do haplétipo H68, que também foi identificado na Franca e na Roménia. De
acordo comJN Comtrade, o haplétipo H68 deve ter sido introduzido a partir da Franca

nas suinoculturas da Eslovaquia e da Roménia.

O haplétipo H6E8 foi identificado na Franca entre os anos 2000 e 2002 (De
Boissesoret al., 2004). De acordo com as estatisticas econdomicaNddomtrade, 23
suinos foram importados da Franga pela Eslovaquia ano de 2002 e essa transacgéo
comercial movimentou 2,2 mil délares. Ja o fluxo de animais da Franga para a Roménia
foi muito mais significativo. Entre 2005 e 2009, 77 mil suinos originados da Franca
foram introduzidos na suinocultura romena em transacdes comerciais que

movimentaram 7,3 milhdes de délares.
57



Na Hungria, 4 haplotipos foram classificados no genodtipo PCV-2a e 1 no
gendtipo PCV-2b. Além disso, esses haplotipos (H24, H30, H35, H36 e H38) foram
isolados em javalis entre os anos 2002 e Z083golaet al., 2006). Do ponto de vista
epidemiolégico, € possivel que os javalis atuem como reservatorios naturais e fontes de

infeccdo para os suinos domésticos na Hungria.

No gendtipo PCV-2a, os haplétipos H24 e H30 foram introduzidos a partir do
haplétipo H2, que foi isolado na China, Alemanha e Franca. Nao € possivel estabelecer
uma origem para a introducdo dos haplétipos H35 e H36. No gendtipo PCV-2b, a
introducdo do haplétipo H38 ocorreu a partir da Holanda. De acordo ctiN o
Comtrade (Tabela S3.2. Material Suplementar), a Holanda é o principal pais de origem
das importacdes hungaras de suinos vivos. As transacfes comerciais entre Hungria e

Holanda somaram 147,6 milhdes de délares, entre os anos 1998 e 2009.

Na Alemanha, os dois haplétipos foram classificados no genétipo PCV-2a. O
haplotipo H23 também foi isolado na Franca e o haplétipo H72 foi introduzido no pais
partir do haplétipo H71, isolado na Dinamarca. De acordo ctiN Gomtrade (Tabela
S3.2. Material Suplementar), a Dinamarca e a Franca estao entre os principais paises de
origem das importacbes de suinos vivos feitas pela Alemanha. As importacdes
originadas da Dinamarca somaram 2,6 bilhdes de doélares e as originadas da Franca
somaram 109,2 milhdes de dodlares, entre 1991 e 2009.

Na Grécia, o haplotipo H17 foi classificado no genétipo PCV-2a e foi
introduzido no pais a partir do haplétipo H23, isolado na Alemanha, Franca e China. No
gendtipo PCV-2b, o haplétipo H18 foi introduzido a partir do haplétipo H38, isolado na
Dinamarca, Franca, Holanda e Hungria, e o haplétipo H66 foi introduzido a partir do

haplétipo H67, isolado na China.

De acordo com &N Comtrade, a Alemanha (889,5 mil dblares), a Dinamarca
(3,9 milhdes de dolares) (Tabela S3.2. Material Suplementar), a Franca (5,6 milhdes de
dolares), a Holanda (16,1 milhdes de dodlares) e a Hungria (8,9 milhées de ddlares) sao

0s principais paises de origem das importacdes de suinos vivos realizadas pela Grécia.
3.4.2. Introducéo e dispersdo na Asia

A China é o pais de origem da maioria dos isolados de PCV-2 (n=129; 36,9%) e

com o maior numero de haplotipos também encontrados em outros paises (H23, H38,
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H65, H105 e H107). Juntas, essas duas observacgdes permitiriam supor que a China seria
um importante centro de disseminacdo do PCV-2 na suinocultura mundial. Entretanto,
as estatisticas econdmicasdN Comtrade mostram que a China importa suinos vivos
principalmente da América do Norte (Estados Unidos e Canada) e Europa (Dinamarca,
Reino Unido e Franca) e exporta para outros paises da Asia. Ou seja, o papel da
suinocultura chinesa na disperséo global do PCV-2 entre os paises suinocultores pode

estar restrito a uma distribuicdo regional entre os paises asiaticos.

No genotipo PCV-2b, todos os isolados virais chineses sdo descendentes do
haplétipo H38. Essa é a principal via de introducdo do PCV-2 no pais e, analisando as
estatisticas das importacdes de suinos realizadas pela China (Tabela S3.2. Material
Suplementar), é mais provavel que o haplétipo H38 tenha sido introduzido no pais a

partir da Dinamarca, da Franca, do Canada e dos Estados Unidos.

No gendtipo PCV-2a, as vias de introducdo do PCV-2 na suinocultura chinesa
estdo relacionadas aos haplotipos H23, H65, H105 e H107. Todos esses haplotipos
também foram isolados em outros paises além da China (Tabela 3.4). O haplo6tipo H23
foi introduzido a partir da Austria, 0 H65 a partir da Franca e os haplétipos H105 e

H107 a partir do Canada e dos Estados Unidos.

De acordo com as estatisticas econdmicasUtlo Conmtrade (Tabela S3.2.
Material Suplementar), as importacdes originadas da Dinamarca para a China
totalizaram 9,6 milhdes de ddélares entre 1995 e 2009, as importacdes originadas da
Franca somaram 3,6 milhdes de ddlares entre 1998 e 2009, as importacdes originadas
do Canada somaram 15,7 milhdes de dolares e as importacdes originadas dos Estados
Unidos somaram 25,5 milhdes de délares entre 1999 e 2009NNeomtrade ndo ha
registros do comércio de suinos entre a Austria e a China, mas as transa¢des comerciais
relacionadas com a introducéo do haplétipo H65 podem ter sido incluidas na categoria
genérica “World”. Nessa categoria, as importacdes de suinos vivos feitas pela China

somaram 62 milhdes de dolares entre 1992 e 2009.

Em Taiwan, todos os nove haplotipos foram classificados no genétipo PCV-2a e
duas vias de introducé@o sé@o observadas a partir dos haplotipos H63 e H19. O haplotipo
H63 é o ancestral dos demais haplotipos encontrados nessa ilha e € descendente do
haplétipo espanhol H84. O haplétipo H19, por sua vez, € descendente do haplétipo

H107, isolado na China, Japdo, Canada e Estados Unidos. Como a Organizacdo das
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Nacdes Unidas (ONU) nao reconhece Taiwan como pais, ndo ha registros do comércio

de suinos vivos de Taiwan N Comtrade.

A Coréia do Sul é o segundo pais de origem do maior nimero de isolad®s virai
asiaticos, sendo que 4 isolados foram classificados no genétipo PCV-2a e 12 no PCV-
2b (Tabela 3.3). O haplétipo H38 agrupou 8 isolados virais sul-coreanos e € 0 ancestral
dos demais haploétipos classificados no gendtipo PCV-2b (Figura 3.3B), sendo essa a
principal via de introduc&o no pais. No genétipo PCV-2a, o haplotipo H105 agrupou
dois isolados virais sul-coreanos e também €é o ancestral dos demais haplétipos (Figura
3.3A), representando a segunda via de introducédo do PCV-2 no pais. O haplotipo H38
foi introduzido a partir do Canada, Estados Unidos e Dinamarca e o haplotipo H105 a
partir do Canada e Estados Unidos.

O Canada, os Estados Unidos e a Dinamarca estdo entre os principais paises de
origem das importacdes de suinos vivos realizadas pela Coréia do Sul. De acordo com
UN Comtrade (Tabela S3.2. Material Suplementar), as transa¢cdes comerciais com 0
Canada somaram aproximadamente 12,6 milhdes de doélares, entre 1988 e 2009, as
transacdes comerciais com os Estados Unidos somaram 25,3 milhdes de dolares, entre
1988 e 2009, e as transac¢des comerciais com a Dinamarca somaram 5,3 milhfes de
doélares, entre 1990 e 2008.

Na Indonésia, os dois isolados virais agrupados no haplétipo H82 foram
introduzidos a partir do haplétipo H38. Esse haplotipo pode ter sido originado da
Australia ou dos Estados Unidos. As importacdes originadas da Australia somaram 3,3
milhdes de dolares entre 1989 e 2003 e as importacdes originadas dos Estados Unidos
somaram 865,8 mil dilares entre 1989 e 2004 (Tabela S3.2. Material Suplgmentar

Por outro lado, o hapl6tipo H82 esta relacionado com a introducéo do haplétipo
H78 na China. As exportacdes da Indonésia para a China somaram 57,7 mil délares
entre 1994 e 2006 (Tabela S3.2. Material Suplementar). Além disso, foi relatado que
esses isolados virais da Indonésia sao originados de uma mesma fazenda e foram os
responsaveis pela introdu¢do do PCV-2 em Cingapura (Manokagn 2008). De
acordo com as estatisticas déN Comtrade, a Indonésia exporta suinos vivos
principalmente para Cingapura e estas estatisticas reforcam estas observacdes. As
transacdes comerciais entre Indonésia e Cingapura totalizaram aproximadamente 462,3

milhdes de déblares entre 1989 e 2009 (Tabela S3.2. Material Suplementar).
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No Japao, todos os isolados virais foram classificados no genétipo PCV-2a
(Figura 3.3A). O haplétipo H21 foi introduzido no pais a partir do haplotipo H41,
isolado na Austrélia. O haplétipo H61 foi introduzido a partir o haplétipo H63, isolado
em Taiwan. O haplotipo H15 foi introduzido a partir do haplétipo H105. O haplétipo
H105 e H107 foram originados do Canada e dos Estados Unidos, principais paises de
origem das importacbes de suinos vivos feitas pelo Japdo. De acordo thin o
Comtrade (Tabela S3.2. Material Suplementar), as importagdes originadas da Australia
somaram 524,7 mil délares entre 1999 e 2004, as importacdes originadas do Canada
somaram 2,06 milhdes de dolares entre 1988 e 2009 e as importacdes originadas dos

Estados Unidos somaram 17,2 milhdes de ddolares entre 1988 e 2009.
3.4.3. Introducéo e dispersdo na América do Norte e Caribe

Na Ameérica do Norte, a andlise das estatisticas do comércio de suinos vivos
entre o Canada e os Estados Unidos, no periodo entre 1989 e 2009, mostra que as
exportacdes de animais do Canada para os Estados Unidos foram muito mais
significativas do que as importacdes. Nesse periodo, enquanto que as exportacdes
acumularam um valor de aproximadamente 6,3 bilhGes de dolares, as importacdes
somaram aproximadamente 13,4 milhdes de ddblares (Tabela S3.2. Material

Suplementar).

A rede de haplétipos (Figura 3.3) mostra que os haplétipos H38 e H50
representam a principal via de introducdo e disseminacdo dos isolados wirais d
genotipo PCV-2b na América do Norte. Conforme o descrito anteriormente, esses
haplotipos possuem um histérico epidemioldgico correlacionado e a rede de haplétipos
sugere a introducdo do PCV-2 na América do Norte a partir da Europa, por meio do
haplétipo H38. Os haplétipos H38 e H50 foram identificados no mesmo surto de
PMWS que ocorreu no Canada em 2005 (Gagmah, 2007). Em 2007, o haplétipo
H50 também foi identificado em um surto de PMWS que ocorreu nos Estados Unidos
(Cheunget al., 2007). Entdo, considerando as estatisticas comerciais entre Canada e
Estados Unidos e as informacdes da rede de haplétipos, é mais provavel que os eventos
de introducdo do PCV-2 na América do Norte tenham ocorrido a partir do Canada e

depois em direcao aos Estados Unidos.

No gendtipo PCV-2a, os haplétipos norte americanos estdo mais envolvidos na

dispersao do PCV-2, por meio dos haplétipos H105 e H107. Esses dois haplétipos sao
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0S principais ancestrais dos virus isolados virais norte-americanos. Além desses, duas
outras rotas de introdugdo do PCV-2 no continente também sdo observadas para o
haplotipo H45 (Canadd) e para os haplétipos H22 (Canada), H28 (Estados Unidos) e
H29 (Estados Unidos). O haplétipo H45 foi introduzido no Canada a partir do haplétipo

H41, isolado na Australia.

De acordo com &N Comtrade, 330 suinos foram exportados da Austrélia para
o Canada em transa¢Bes comerciais que somaram 12,3 mil délares nos anos de 1992 e
1995. Os haplotipos H22, H28 e H29 foram introduzidos a partir do haplétipo H23,
isolado na Asia (China) e Europa (Alemanha e Franca). A Franca esta entre os
principais paises de origem das importagGes de suinos vivos tanto Canada quanto dos
Estados Unidos e as transacdes comerciais da Franca com esses dois paises somam

respectivamente, 902,3 mil délares e 934,1 mil ddlares.

No Caribe, a introducdo do PCV-2 na suinocultura cubana aconteceu por meio
do haplétipo H50, sendo o Canada, de acordo coliNoComtrade, o principal
exportador de suinos vivos para Cuba. No ano de 2005, 14.162 animais suinos vivos
originarios do Canada foram inseridos na suinocultura cubana, por meio de transacfes
comerciais que movimentaram aproximadamente 6,8 milhBes de ddlares. Essas
transacfes comerciais constituem a principal entrada de suinos vivos em Cuba e este
evento possivelmente contribuiu para a emergéncia da PCVAD no pais, recentemente
identificada por Pereat al. (2009) e relacionada com o haplétipo H50.

3.4.4. Introducdo e dispersdo na Africa, América do Sul e Oceania

Na Africa, o haplétipo H105 foi isolado em casos de PMWS que ocorreram na
Africa do Sul em 2001 (Drewet al., 2004). Esse haplotipo também foi isolad®m n
América do Norte, América do Sul e Asia (Figura 3.3A). A analise do historico
comercial da Africa do Sul revelou que, em 1999, ocorreram importacbes de sémen
originarias de lowa nos Estados Unidos e que este sémen foi utilizado em inseminacdes
até 2001 (Drevet al., 2004), quando o haplétipo H105 foi identificado. Dessa maneira,
o haplétipo H105 provavelmente foi introduzido na Africa do Sul a partir dos Estados
Unidos (Figura 3.4).

Na América do Sul, os haplotipos classificados no genétipo PCV-2b foram

introduzidos no continente a partir do haplotipo H38 e os haplétipos classificados no
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genotipo PCV-2a foram introduzidos a partir do haplotipo H105. Esses dois haplotipos
foram isolados no Brasil e sdo os ancestrais dos demais isolados virais sul-americanos.
De acordo com o UN Comtrade, as principais importacdes de suinos vivos no Brasil séo
originadas do Canada (3,3 milhdes de dolares) e da Franca (2,1 milhdes de dolares)
(Tabela S3.2. Material Suplementar). Portanto, o haplétipo H38 deve ter sido
introduzido no Brasil a partir do Canada e da Franca e o haplotipo H105 a partir do
Canada (Tabela 3.4). Na Argentina, a introducdo do PCV-2 na suinocultura
possivelmente ocorreu a partir do Brasil, uma vez que o haplotipo H56 é descendente do
haplétipo H38. O Brasil esta entre os principais paises de origem das importacdes de
suinos realizadas pela Argentina e as transa¢cfes comerciais entre esses dois paises

somam 2,2 milhdes de ddlares.

Na Oceania, a Australia € um dos poucos paises produtores de suinos que ainda
é considerado livre da PMWS (Muhliegal., 2006). Todos os haplotipos classificados
no genotipo PCV-2a foram identificados em suinos saudaveis e sem sinais clinicos da
PWMS, entre os anos 1999 e 2002 (Muhlahgl., 2006). A maioria desses isolados
virais do PCV-2 foi introduzida na suinocultura australiana a partir do haplétipo H80,
gue é descendente do haplotipo espanhol H84. As outras duas vias de introdugédo do
PCV-2 observadas na rede de haplétipos (Figura 3.3) sdo a partir do haplétipo H38 (no
gendtipo PCV-2b) e a partir do haplétipo H105 (no gendtipo PCV-2a). De acordo com o
UN Comtrade, ndo ha registros do comércio de suinos vivos entre a Austrélia e a
Espanha. Por outro lado, a Australia importou 970 suinos vivos dos Estados Unidos,
entre os anos 1990 e 1996, por meio de transacdes comerciais que somaram 92,6 mil
dolares. Esse é o principal registro relacionado a introducdo de suinos vivos na
Australia e deve estar relacionado com a introducdo do haplétipo H33 (PCV-2a), a
partir do haplétipo H105, e do haplétipo H38 (PCV-2b), uma vez que H105 e H38

foram isolados nos Estados Unidos.
3.4.5. Controlando a dispersao do PCV-2 na suinocultura mundial

Muitos fatores relacionados a transmissao e a patogéné&xediae circovirus-
2 (PCV-2) contribuem para a sua rapida dispersédo dentro da suinocultura mundial. O
PCV-2 € um virus estavel e resistente ao ambiente das granjas e possui grande
capacidade de disperséo nos sistemas de producéo de suinos, por meio do contato direto

com os animais infectados (via oro nasal, fecal e urinéria), da transmissao vertical das
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porcas para os leitdes e do o sémen contaminado (Opriesahig2007; Madeet al.,

2008). Deslocamentos de massas de ar entre granjas vizinhas e fazendas proximas
também podem contribuir para a dispersdo do PCV-2, uma vez que concentracfes de
até 10 genomas de PCV-2 por metro cubico de ar foram encontradas em ambientes de
granjas comerciais de suinos por Verreaudl. (2009). Devido a essas caracteristicas
relacionadas a transmissédo e a infec¢cdo pelo PCV-2, estima-se que todo suino sera
infectado pelo PCV-2, no minimo, em algum momento do ciclo de vida do animal

(Darwichet al., 2008).

Entretanto, o mais importante a se considerar € que o desenvolvimento de
candidatos vacinais cada vez mais eficientes para o controle da infecgao pelo PCV-2 e
da patogénese da PMWS (Fetrtll., 2009; Opriessnigt al., 2009; Segaleat al., 2009;
Silva-Janioret al., 2009; Perez-Matrtiet al., 2010) tem possibilitado a maior circulacao
de suinos sadios, mas subclinicamente infectados com o PCV-2. Dessa forma, a
comercializagao desses animais subclinicamente infectados e a sele¢do desses animais
para programas de melhoramento genético, uma vez que o PCV-2 aparentemente pode
ser transmitido pelo sémen (Schmeillal., 2008) e da porca para os leitbes, ganham
destaque como importantes mecanismos pelos quais o PCV-2 alcancou uma distribuicéo

mundial.

Dentro dessa perspectiva, o controle mais eficiente do comércio de suinos
poderia ser alcancado por meio do diagnostico molecular dos lotes de animais e de
sémen a serem comercializados. Considerando que a maioria dos rebanhos de suinos, se
nado todos, estdo infectados com o PCV-2, a selecdo de animais livres do virus seria
invidvel. Entretanto, outros parametros como a determinacdo da carga viral das
amostras analisadas e o diagndéstico de agentes co-infecciosos relacionados a PMWS
poderiam ser utilizados para controlar a disseminacdo do PCV-2 por meio de transacdes

comerciais entre 0s paises produtores de suinos.

Neste trabalho, as correlacbes observadas entre as vias de dispersdoaio PCV-
na suinocultura mundial preditas em um contexto filogeografico e as estatisticas do
comércio internacional de suinos vivos mostram a importancia do movimento de
animais no rebanho mundial para a emergéncia de novos patdégenos e a necessidade da

criacao de barreiras sanitarias cada vez mais eficazes no comércio de animais.
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3.6.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S3.1. Sequéncias completas de genomas Riwrcine circovirus-2 (PCV-2)

selecionadas no GenBankAs sequéncias gendomicas dos isolados do PCV-2 foram
agrupadas em 107 haplétipos e identificadas de acordo com o pais de origem e a
classificacao filogenética. Esta tabela também lista os codigos de acesso das sequéncias
dos genomas no GenBank. Os cddigos de acesso marcados com um asterisco (*)
correspondem aos isolados do PCV-2 que definem os genotipos propostos por Segales

et. al (2008).
Cddigo do A . . Classificacao Codigo  de
hapl6tipo Frequéncia | Pais de origem filogenética acesso  Ng
GenBank
H1 1 Dinamarca PCV-2c EU148503*
H2 1 Australia PCV-2a AY754017
H3 1 Brasil PCV-2a EU057187
H4 1 Brasil PCV-2b EU057185
H5 1 Brasil PCV-2a EU057184
H6 1 Brasil PCV-2b DQ364650
H7 1 Eslovaquia PCV-2b EU545551
H8 1 Canada PCV-2a AF109398
H9 1 Canada PCV-2a AF112862
H10 1 Taiwan PCV-2a AF364094
H11l 1 Canada PCV-2a AF086835
H12 1 China PCV-2a EF524542
H13 2 China PCV-2b EF675238
H13 2 China PCV-2b EF675243
H14 1 Estados Unidos| PCV-2b EU340258
H15 1 Japao PCV-2a AB072303
H16 1 Dinamarca PCV-2b EF565361
H17 1 Grécia PCV-2a DQ915588
H18 1 Grécia PCV-2b DQ915587
H19 1 Taiwan PCV-2a AF465211
H20 1 Canada PCV-2a AF055392*
H21 1 Japéao PCV-2a AB072302
H22 1 Canada PCV-2a AF109399
H23 4 Alemanha PCV-2a AF201305
H23 4 Alemanha PCV-2a AF201306
H23 4 China PCV-2a AF381176
H23 4 Franca PCV-2a AY322004
H24 1 Hungria PCV-2a AY874166
H25 1 China PCV-2a EF524533
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H26 2 China PCV-2b AY682992
H26 2 China PCV-2b EU418627
H27 1 Brasil PCV-2a EU057186
H28 1 Estados Unidos| PCV-2a DQ870484
H29 1 Estados Unidos| PCV-2a AF264043
H30 1 Hungria PCV-2a AY874165
H31 2 China PCV-2b EU647557
H31 2 China PCV-2b EU780073
H32 1 Canada PCV-2a AF027217
H33 1 Australia PCV-2a AY754022
H34 1 China PCV-2b AY651850
H35 1 Hungria PCV-2a AY874164
H36 1 Hungria PCV-2a AY874169
H37 1 Dinamarca PCV-2a EU148507
H38 132 Franca PCV-2b AF055394*
H38 132 Holanda PCV-2b AF201897
H38 132 China PCV-2b AF538325
H38 132 China PCV-2b AY181945
H38 132 China PCV-2b AY188355
H38 132 China PCV-2b AY217743
H38 132 China PCV-2b AY288134
H38 132 China PCV-2b AY291316
H38 132 Franca PCV-2b AY321984
H38 132 Franca PCV-2b AY321985
H38 132 Franca PCV-2b AY321986
H38 132 Franca PCV-2b AY321987
H38 132 Franca PCV-2b AY321988
H38 132 Franca PCV-2b AY321989
H38 132 Franca PCV-2b AY321990
H38 132 Franca PCV-2b AY321991
H38 132 Franca PCV-2b AY321992
H38 132 Franca PCV-2b AY321994
H38 132 Franca PCV-2b AY321995
H38 132 Franca PCV-2b AY321999
H38 132 Franca PCV-2b AY322000
H38 132 Franca PCV-2b AY322001
H38 132 Franca PCV-2b AY322002
H38 132 China PCV-2b AY391729
H38 132 Austria PCV-2b AY424404
H38 132 Austria PCV-2b AY424405
H38 132 Holanda PCV-2b AY484408
H38 132 Holanda PCV-2b AY484409
H38 132 Holanda PCV-2b AY484411
H38 132 Holanda PCV-2b AYA484412
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H38 132 Holanda PCV-2b AY484413
H38 132 Holanda PCV-2b AY484414
H38 132 Holanda PCV-2b AY484415
H38 132 Holanda PCV-2b AY484416
H38 132 China PCV-2b AY536755
H38 132 China PCV-2b AY536756
H38 132 China PCV-2b AY604430
H38 132 China PCV-2b AY641542
H38 132 China PCV-2b AY682990
H38 132 China PCV-2b AY682995
H38 132 China PCV-2b AY691169
H38 132 China PCV-2b AY732494
H38 132 China PCV-2b AY849938
H38 132 Hungria PCV-2b AY874163
H38 132 China PCV-2b AY969004
H38 132 China PCV-2b DQ017036
H38 132 China PCV-2b DQ180392
H38 132 Canada PCV-2b DQ220737
H38 132 Canada PCV-2b DQ220738
H38 132 Hungria PCV-2b DQ648031
H38 132 China PCV-2b DQ910865
H38 132 Brasil PCV-2b DQ923523
H38 132 Brasil PCV-2b DQ923524
H38 132 China PCV-2b EF421973
H38 132 Estados Unidos| PCV-2b EF452350
H38 132 Estados Unidos| PCV-2b EF452351
H38 132 China PCV-2b EF493840
H38 132 China PCV-2b EF524516
H38 132 China PCV-2b EF524519
H38 132 China PCV-2b EF524521
H38 132 China PCV-2b EF524522
H38 132 China PCV-2b EF524525
H38 132 China PCV-2b EF524528
H38 132 China PCV-2b EF524530
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565342
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565343
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565344
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565345
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565346
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565347
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565349
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565350
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565351
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565352
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H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565353
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565355
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565356
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565358
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565359
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565362
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565363
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565364
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565365
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565366
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565367
H38 132 Dinamarca PCV-2b EF565368
H38 132 China PCV-2b EF675234
H38 132 China PCV-2b EF675235
H38 132 Dinamarca PCV-2b EU136712
H38 132 Dinamarca PCV-2b EU136713
H38 132 Dinamarca PCV-2b EU136714
H38 132 Dinamarca PCV-2b EU136715
H38 132 Dinamarca PCV-2b EU136716
H38 132 Dinamarca PCV-2b EU136718
H38 132 Dinamarca PCV-2b EU136719
H38 132 Dinamarca PCV-2b EU136720
H38 132 China PCV-2b EU257513
H38 132 China PCV-2b EU257514
H38 132 China PCV-2b EU366324
H38 132 China PCV-2b EU366325
H38 132 China PCV-2b EU366326
H38 132 Coréia do Sul | PCV-2b EU450584
H38 132 Coréiado Sul | PCV-2b EU450588
H38 132 Coréiado Sul | PCV-2b EU450589
H38 132 Coréiado Sul | PCV-2b EU450592
H38 132 China PCV-2b EU503031
H38 132 China PCV-2b EU503032
H38 132 China PCV-2b EU503035
H38 132 Eslovaquia PCV-2b EU545542
H38 132 Eslovaquia PCV-2b EU545548
H38 132 Eslovaquia PCV-2b EU545549
H38 132 Eslovaquia PCV-2b EU545550
H38 132 Australia PCV-2b EU684164
H38 132 Australia PCV-2b EU886637
H38 132 China PCV-2b EU921256
H38 132 China PCV-2b EU921257
H38 132 China PCV-2b FJ158605
H38 132 China PCV-2b FJ158606

73



H38 132 China PCV-2b FJ644561
H38 132 China PCV-2b FJ644563
H38 132 China PCV-2b FJ667594
H38 132 China PCV-2b FJ667595
H38 132 China PCV-2b FJ716703
H38 132 China PCV-2b FJ716704
H38 132 China PCV-2b FJ870969
H38 132 China PCV-2b FJ870974
H38 132 Coréiado Sul | PCV-2b FJ905462
H38 132 Coréia do Sul | PCV-2b FJ905464
H38 132 Coréiado Sul | PCV-2b FJ905466
H38 132 Coréiado Sul | PCV-2b FJ905468
H38 132 Dinamarca PCV-2b FJ935780
H38 132 China PCV-2b GQ227412
H39 1 Dinamarca PCV-2b EF565354
H40 1 China PCV-2b AY579893
H41 3 Australia PCV-2a AY754018
H41 3 Australia PCV-2a AY754019
H41 3 Australia PCV-2a AY754020
H42 25 China PCV-2b AY556475
H42 25 China PCV-2b DQ180393
H42 25 China PCV-2b DQ195679
H42 25 China PCV-2b DQ997817
H42 25 China PCV-2b EF421972
H42 25 China PCV-2b EF524535
H42 25 China PCV-2b EF675233
H42 25 China PCV-2b EF675240
H42 25 China PCV-2b EU095020
H42 25 China PCV-2b EU257512
H42 25 China PCV-2b EU366323
H42 25 China PCV-2b EU921255
H42 25 China PCV-2b FJ041151
H42 25 China PCV-2b FJ608538
H42 25 China PCV-2b FJ608539
H42 25 China PCV-2b FJ608540
H42 25 China PCV-2b FJ608542
H42 25 China PCV-2b FJ608543
H42 25 China PCV-2b FJ608544
H42 25 China PCV-2b FJ608546
H42 25 China PCV-2b FJ608549
H42 25 China PCV-2b FJ644922
H42 25 China PCV-2b FJ667584
H42 25 China PCV-2b FJ667587
H42 25 China PCV-2b FJ667592
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H43 2 China PCV-2b AY181947
H43 2 China PCV-2b FJ158607
H44 2 China PCV-2b AY556476
H44 2 China PCV-2b AY686763
H45 1 Canada PCV-2a AF117753
H46 1 Australia PCV-2a AY754016
H47 1 China PCV-2a AY288135
H48 1 Canada PCV-2b FJ233910
H49 1 Canada PCV-2b DQ220732
H50 31 Canada PCV-2b DQ220727
H50 31 Canada PCV-2b DQ220728
H50 31 Canada PCV-2b DQ220729
H50 31 Canada PCV-2b DQ220730
H50 31 Canada PCV-2b DQ220731
H50 31 Canada PCV-2b DQ220734
H50 31 Canada PCV-2b DQ220735
H50 31 Canada PCV-2b DQ220736
H50 31 Canada PCV-2b DQ220739
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b DQ629115
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b DQ629116
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b DQ629117
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b DQ629118
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b DQ629119
H50 31 Canada PCV-2b EF394777
H50 31 Canada PCV-2b EF394778
H50 31 Canada PCV-2b EF394779
H50 31 Canada PCV-2b EU340257
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b EU589463
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b EU594437
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b EU594438
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b EU594439
H50 31 Estados Unidos| PCV-2b EU594440
H50 31 Canada PCV-2b FJ233905
H50 31 Canada PCV-2b FJ233906
H50 31 Canada PCV-2b FJ233907
H50 31 Cuba PCV-2b FN398022
H50 31 Cuba PCV-2b FN398023
H50 31 Cuba PCV-2b FN398024
H50 31 Cuba PCV-2b FN398025
H50 31 Cuba PCV-2b FN398027
H51 1 China PCV-2b EF524520
H52 1 China PCV-2b AY613854
H53 1 China PCV-2b AY686764
H54 1 China PCV-2b AY686762
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H55 1 China PCV-2b AY578327
H56 1 Argentina PCV-2b EF458306
H57 1 Taiwan PCV-2a AY180397
H58 1 Taiwan PCV-2a AY 180396
H59 1 Taiwan PCV-2a AY146991
H60 1 Taiwan PCV-2a AY146993
H61 1 Japao PCV-2a AB426905
H62 1 Taiwan PCV-2a AF154679
H63 1 Taiwan PCV-2a AF166528
H64 1 Dinamarca PCV-2b EF565357
H65 4 Austria PCV-2a AY424401
H65 4 Austria PCV-2a AY424402
H65 4 Austria PCV-2a AY424403
H65 4 China PCV-2a FJ501957

H66 1 Grécia PCV-2b DQ915583
H67 1 China PCV-2b DQ910866
H68 7 Franca PCV-2b AY321997
H68 7 Franca PCV-2b AY321998
H68 7 Roménia PCV-2b DQ233257
H68 7 Eslovaquia PCV-2b EU545543
H68 7 Eslovaquia PCV-2b EU545544
H68 7 Eslovaquia PCV-2b EU545545
H68 7 Eslovaquia PCV-2b EU545546
H69 1 Eslovaquia PCV-2b EU545547
H70 1 China PCV-2a EF524518
H71 1 Dinamarca PCV-2a EU136711
H72 1 Alemanha PCV-2a AF201307
H73 1 Australia PCV-2a AY754021
H74 2 China PCV-2a DQ104421
H74 2 China PCV-2a DQ104423
H75 1 Coréia do Sul | PCV-2b EU450587
H76 1 China PCV-2a FJ660969

H77 1 China PCV-2b EF421969
H78 2 China PCV-2b DQ201640
H78 2 China PCV-2b DQ206444
H79 12 China PCV-2b AY291317
H79 12 China PCV-2b AY556473
H79 12 China PCV-2b AY682991
H79 12 China PCV-2b AY943819
H79 12 China PCV-2b EF675230
H79 12 China PCV-2b FJ594471

H79 12 China PCV-2b FJ644929

H79 12 China PCV-2b FJ667583

H79 12 China PCV-2b FJ667588
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H79 12 China PCV-2b FJ712216

H79 12 China PCV-2b FJ870970

H79 12 China PCV-2b FJ870973

H80 1 Australia PCV-2a EU886638
H81 1 China PCV-2a AY556474
H82 3 China PCV-2b DQ104422
H82 3 China PCV-2b FJ644920

H82 3 China PCV-2b FJ644921

H83 2 Espanha PCV-2a AF201308
H83 2 Espanha PCV-2a AF201310
H84 1 Espanha PCV-2a AF201309
H85 1 China PCV-2b DQ104420
H86 1 Taiwan PCV-2a AY146992
H87 2 Indonésia PCV-2b EU302139
H87 2 Indonésia PCV-2b EU302140
H88 1 Franca PCV-2b AY321996
H89 1 Dinamarca PCV-2b EF565348
H90 1 Coréiado Sul | PCV-2b EU450585
H91l 1 Coréia do Sul | PCV-2b EU450590
H92 1 Coréiado Sul | PCV-2b EU450586
H93 1 Estados Unidos| PCV-2a AF264041
H94 2 Canada PCV-2a AF085695
H94 2 Canada PCV-2a AF086836
H95 1 Canada PCV-2a AF086834
H96 1 Canada PCV-2b DQ220733
H97 1 Coréiado Sul | PCV-2a AF544024
H98 1 China PCV-2a AF381177
H99 1 Coréia do Sul | PCV-2a AF454546
H100 1 Canada PCV-2a EF394776
H101 1 Canada PCV-2a EF394775
H102 3 Estados Unidos| PCV-2a DQ629113
H102 3 Estados Unidos| PCV-2a DQ629114
H102 3 Estados Unidos| PCV-2a FJ218001

H103 1 Estados Unidos| PCV-2a FJ218002

H104 1 Canada PCV-2a FJ233908

H105 12 Canada PCV-2a AF118097
H105 12 Estados Unidos| PCV-2a AF264038
H105 12 Estados Unidos| PCV-2a AF264039
H105 12 Coréiado Sul | PCV-2a AF520783
H105 12 South Africa PCV-2a AY325495
H105 12 Estados Unidos| PCV-2a AY699793
H105 12 Canada PCV-2a EF394774
H105 12 China PCV-2a EF524538
H105 12 China PCV-2a EF524540
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H105 12 Brasil PCV-2a EU057188
H105 12 Brasil PCV-2a EU057189
H105 12 Coréiado Sul | PCV-2a EU450591
H106 1 Estados Unidos| PCV-2a AY094619
H107 9 Japao PCV-2a AB072301
H107 9 Canada PCV-2a AF118095
H107 9 Estados Unidos| PCV-2a AF264040
H107 9 Estados Unidos| PCV-2a AF264042
H107 9 China PCV-2a AF381175
H107 9 Canada PCV-2a AF408635
H107 9 China PCV-2a AY181948
H107 9 Estados Unidos| PCV-2a EF452352
H107 9 Estados Unidos| PCV-2a EF452353

Tabela S3.2. Resumo das

estatisticas econdmicas do

(mercadoria 0103) no banco de dados UN Comtrade.

comércio de

suinos

Pais Fluxo Valor das Transacdes*#| Parceiro
. $2.559.059.304,0( Dinamarca
Alemanha Importacao
$109.223.034,0( Franca
Argentina Importacéo $2.211.500,0( Brasil
Australia Importagéo $96.245,0q Estados Unidos
Austria Importacéo $9.995.175,0(0 Holanda
. . $3.257.860,0(0 Canada
Brasil Importacao
$2.125.889,0( Franca
. $5.350.170,0(4 Cuba
Exportacdo ,
, $6.331.283.361,0( Estados Unidos
Canada
. $902.203,0q Franca
Importagéo ,
$13.379.898,0( Estados Unidos
$15.717.631,0(¢ Canada
$9.643.478,0(0 Dinamarca
China Importacéo $25.468.200,0( Estados Unidos
$3.605.224,0( Franca
$62.070.086,0¢ World
$12.731.219,0¢ Canada
Coréia do Sul Importacao $5.301.832,0( Dinamarca
$25.323.731,0( Estados Unidos
_ Exportagdo $5.640.022,0¢ China
Dinamarca =
Importagéo $1.655.331,00 Alemanha
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$146.283,0q Franca
.. N $3.883.629,0( Dinamarca
Eslovaquia Importacéo
$10.907.329,0( Holanda
$8.087.509,0( Hungria
Estados Unidos Importacao $934.149,0q4 Franca
Franca Exportacdo $129.336.098,0( Holanda
$889.565,00 Alemanha
$3.894.988,0( Dinamarca
Grécia Importacao $5.597.455,0( Franca
$16.131.157,0(¢ Holanda
$8.871.645,0(0 Hungria
Holanda Exportacéo $404.866.046,0( Franca
Hungria Importacao $147.622.000,0( Holanda
Exportacéo $57.738,00 China
Indonésia $462.335.258,0( Cingapura
. $3.503.445,0( Australia
Importacéo ,
$865.881,00 Estados Unidos
$524.651,00 Australia
Japao Importacao $2.061.904,0( Canad4
$17.223.516,0( Estados Unidos
Roménia Importacao $7.340.462,0Q Franca

*Fontes dos

dados: United Nations

Comtrade database, DESA/UNSD

(http://comtrade.un.org/. Acessado em 1 de junho de 2018)Somatério das

transacbes comerciais entre 1989 e 2008s importacfes relatadas por um pais

podem n&o coincidir com as exportacdes relatadas pelo seu parceiro comercial e estas

diferencas sédo devidas a uma série de fatores. Entretanto, estas estatisticas nos fornecerr

algumas informacgfes sobre o comércio entre os paises.
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CAPITULO 4

Conclusodes Gerais

Gendtipos versus grupos filogenéticos: Uma analise comparativa dos modelos de

classificacdo ddPorcine circovirus-2(PCV-2).

. Tanto nas analises desmatch distribution quanto nas analises filogenéticas, os

agrupamentos formados e as variacdes observadas foram muito semelhantes.

. As analises mostram a sobreposi¢cdo entre 0s agrupamentos em genotipos e em
subgrupos filogenéticos. O gendtipo PCV-2a foi correspondente ao Grupo 2 e reuniu 0s
subgrupos 2A, 2B, 2C, 2D e 2E. O gendtipo PCV-2b foi correspondente ao Grupo 1 e

reuniu os subgrupos 1A, 1B e 1C. O gendétipo PCV-2c reuniu apenas a sequéncia do

isolado viral que o define.

. As sequéncias da ORF1 ndo sdo marcadores adequados para a classificacdo dos
isolados virais do PCV-2 em genoétipos e em subgrupos filogenéticos. Entretanto, a
subdivisdo dos gendtipos PCV-2a e PCV-2b nas analisessa@tch distribution e a
diferenciacdo entre os subgrupos 1A e 1B nas analises filogenéticas somente se

tornaram evidentes quando as sequéncias da ORF1 também foram consideradas.

. A utilizacdo das sequéncias da ORF1 e ORF2 concatenadas é a melhor estratégia
para a correta classificacdo dos isolados virais do PCV-2 em genétipos e em subgrupos
filogenéticos.

Tropecando em patégeno emergente em todo o mundo: uma abordagem

filogeografica doPorcine circovirus-2(PCV-2) considerando o mercado mundial.

. As variantes virais do PCV-2 estdo amplamente distribuidas entre os paises
produtores de suinos, sendo encontrados representantes dos genotipos PCV-2a e PCV-

2b na Asia, América do Norte, América do Sul, Europa e Oceania.

. As seguintes vias de dispersdo do PCV-2 entre os paises produtores de suinos
foram preditas considerando as estatisticas Wd Comtrade e o0 historico

epidemioldgico dos isolados viraidmérica do Norte — Africa, América do Norte —
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América do Sul, América do Norte — Caribe, Europa — América do Norte, Europa —

América do Sul, Europa — Asia, Oceania — Asia e Oceania — América do Norte.

. Os principais paises de origem das rotas de dispersdo do PCV-2 sdo o Canada,
os Estados Unidos, a Dinamarca, a Franca e a Holanda. Nesses paises estédo localizadas
sedes de importantes empresas que atuam no melhoramento genético de suinos, sendc

grandes exportadores de animais no comércio internacional de suinos vivos.

. O haplétipo H38 apresentou o maior numero de ramificacbes na rede de
haplétipos, sendo o ancestral dos demais isolados virais classificados no genoétipo PCV-
2b. Por essas razdes, esse haplotipo pode ser considerado o principal responsavel pela

disseminacédo das linhagens virais do genotipo PCV-2b na suinocultura mundial.

. O papel da suinocultura chinesa na dispersao global do PCV-2 entre os paises

suinocultores pode estar restrito a uma distribuicéo regional entre os paises asiaticos.

. Na América do Norte, é mais provavel que os eventos de introducdo d@ PCV-

tenham ocorrido a partir do Canadéa e depois em direcao aos Estados Unidos.

. No Caribe, a introdugdo do PCV-2 na suinocultura cubana ocorreu a partir do
Canada.
. Na Africa, a introducédo do PCV-2 na suinocultura sul-africana ocorreu a partir

dos Estados Unidos.

. As correlagOes observadas entre as vias de dispersdo do PCV-2 na suinocultura
mundial preditas em um contexto filogeografico e as estatisticas do comércio
internacional de suinos vivos mostram a importancia do movimento de animais no
rebanho mundial para a emergéncia de novos patdgenos e a necessidade dadecriacédo

barreiras sanitarias cada vez mais eficazes no comércio de animais.
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