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RESUMO 

Os Picobirnavirus (PBV) são considerados vírus emergentes pertencentes à família 

Picobirnaviridae. Possui genoma de RNA fita dupla bissegmentado (dsRNA), envolvido por 

um capsídeo icosaédrico e não-envelopado.  Os PBV infectam uma ampla gama de 

hospedeiros e são atualmente classificados em dois genogrupos (GI e GII) com base na 

variabilidade genética do segmento 2 (gene RdRp – gene da RNA Polimerase dependente 

de RNA) do RNA. A patogenia envolvendo o PBV é ainda controversa, mas já foi 

evidenciada maior excreção do vírus em humanos imunossuprimidos e animais sob 

estresse fisiológico ou induzido. No entanto, quando comparado ao GI, os estudos 

epidemiológicos envolvendo o PBV GII em suínos são muito escassos, sendo ainda 

inexistentes no Brasil. O presente trabalho teve como objetivo investigar a ocorrência de 

PBV GII em suínos provenientes de cinco granjas comerciais da região oeste do Paraná, 

pela técnica RT-PCR. Em todas as granjas houve a detecção de pelo menos um animal 

positivo. Das 53 amostras de fezes analisadas, 14 (26,4%) revelaram-se positivas, com a 

amplificação de um fragmento com o tamanho esperado de 369 bp. A frequência de 

detecção observada indica que o PBV GII está presente nas granjas comerciais de suínos 

da região oeste do Paraná. Entretanto, esses resultados são preliminares e ainda não 

possibilita fazer qualquer inferência sobre o papel etiológico do PBV no hospedeiro suíno. 

 

Palavras-chave: Picobirnavirus, suíno, genogrupo II. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 



 
 
 

ABSTRACT 

Picobirnavirus (PBV) are considered emerging viruses belonging to the Picobirnaviridae 

family. It has a double-stranded bisegmented RNA genome (dsRNA), surrounded by an 

icosahedral and non-enveloped capsid. PBV infect a wide range of hosts and are currently 

classified into two genogroups (GI and GII) based on the genetic variability of segment 2 

(RdRp gene - RNA Polymerase gene dependent on RNA) of RNA. The pathogenesis 

involving PBV is still controversial, but greater excretion of the virus has been shown in 

immunosuppressed humans and animals under physiological or induced stress. However, 

when compared to GI, epidemiological studies involving PBV GII in swine are very scarce, 

being still non-existent in Brazil. This study aimed to investigate the occurrence of PBV GII 

in swine from five commercial farms in western Paraná by the RT-PCR technique. In all 

farms, at least one positive animal was detected. Of the 53 stool samples analyzed, 14 

(26.4%) were positive, with the amplification of a fragment with the expected size of 369 bp. 

The observed detection frequency indicates that PBV GII is present in commercial swine 

farms in the western region of Paraná. However, these results are preliminary and still do 

not allow us to make any inferences about the etiological role of PBV in the swine host.  

 

Keywords: Picobirnavirus, swine, genogroup II. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Várias doenças infecciosas em suínos podem diminuir a produtividade e afetar o 

bem-estar animal; dentre essas doenças, muitas são de etiologia viral cujo papel patogênico 

é conhecido. Entretanto, também há relatos de vírus que infectam os suínos que ainda é 

pouco esclarecido o potencial patogênico, como o Picobirnavirus (PBV), por exemplo.  

 O PBV é considerado um vírus emergente, não envelopado, com genoma RNA 

bissegmentado de cadeia dupla, podendo ser classificado em genogrupo I (GI) ou II (GII) 

frente à variabilidade genética do segmento 2 (gene RdRp) do RNA. 

 O PBV tem sido detectado em fezes diarreicas de diferentes espécies animais. No 

entanto, sua participação como agente etiológico primário da diarreia ainda é inconclusiva, 

pois muitos trabalhos também já reportaram a excreção do vírus em animais 

assintomáticos.  Além disso, é considerado um vírus oportunista pois já foi descrito em 

pacientes humanos imunocomprometidos (GÓNZALEZ, et al., 1998; VALLE et al., 2001). 

Na espécie suína o PBV já foi detectado nos animais sob estresse fisiológico ou 

induzido, tais como animais em confinamento, período de lactação, desmame, animais com 

diarreia e até mesmo em animais assintomáticos (MARTINEZ et. al., 2010; WILBURN et 

al., 2017). No entanto, no Brasil, existem poucos estudos de PBV envolvendo a espécie 

suína e os dois únicos relatos envolvem o PBV GI (FREGOLENTE e GATTI, 2009; 

ROSADO et al., 2020).   
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivo Geral 

 

● Investigar a ocorrência de Picobirnavirus genogrupo II (PBV GII) em suínos 

provenientes de granjas comerciais da região oeste do Paraná. 

 

2.2.  Objetivos Específicos 

 

● Detectar, por meio da técnica RT-PCR, o PBV GII em amostras fecais de suínos; 

● Avaliar a frequência de ocorrência de PBV-GII em suínos; 

● Analisar a distribuição da infecção de PBV-GII em suínos de acordo com a categoria 

animal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 
3. JUSTIFICATIVA 

 

O Brasil é o terceiro maior produtor de suínos do mundo, pois conta com um rebanho 

formado por aproximadamente 41.124.233 cabeças (IBGE, 2020). O estado do Paraná 

contribui com 20,42% da produção nacional, sendo a região oeste do estado a 

representante da maior parte da produção. Dessa forma, os estudos de detecção e 

monitoramento de vírus emergentes que podem afetar a sanidade do rebanho são 

fundamentais para fortalecer a cadeia produtiva e zelar pelo bem-estar animal. 

 A pesquisa tem o intuito de contribuir na elucidação dos aspectos epidemiológicos e 

patogênicos do PBV na espécie suína, o que permanece inconclusivo. Baseando-se em 

estudos preliminares realizados em diversas espécies hospedeiras, observa-se o caráter 

oportunista do PBV. Entender a relação do PBV com o hospedeiro poderá se tornar um 

indicador da saúde animal. Além disso, são escassos os conhecimentos a respeito da 

patogênese, epidemiologia e características moleculares do PBV na literatura mundial, 

sendo fundamental a realização de novos estudos para substanciar essas informações. 
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4. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

4.1. Picobirnavirus (PBV) 

 

O Picobirnavirus (PBV) constitui um único gênero da família Picobirnaviridae e possui 

três espécies reconhecidas pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV): Beihai 

picobirnavirus, Equine picobirnavirus e Human picobirnavirus. Sua nomenclatura é baseada 

nas características estruturais, onde “pico” é referente ao pequeno tamanho do virion, de 

aproximadamente 33-37 nm e o termo “birna” está relacionado com o genoma viral RNA 

bissegmentado, denominados segmentos 1 e 2 (DELMAS et al., 2019; ICTV, 2020). 

Considerado um vírus emergente, não-envelopado, tem seu capsídeo icosaédrico 

simples composto por 60 dímeros simétricos, o qual é ideal para proteger o genoma RNA 

de fita dupla bissegmentado (FIGURA 1) (DUQUERROY et al., 2009).  

FIGURA1- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO VIRION DE PBV 

 

FONTE: VIRAL ZONE (2017) 

 

Até o momento são descritos apenas dois genogrupos do PBV com base na 

variabilidade genética do segmento 2 (gene RdRp) do vírus, genogrupo I (GI) e genogrupo 

II (GII) (FIGURA 2). Os estudos de frequência de ocorrência de PBV abrangem 

majoritariamente o GI. Apesar disso, não se pode afirmar que há uma menor circulação do 

GII, já que há mais primers descritos na literatura para amplificação de PBV GI em relação 

à GII. Além disso, a alta variabilidade genética demonstrada nos isolados de PBV GII 

também compromete a detecção molecular deste genogrupo (GANESH et al., 2012).  
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FIGURA 2- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ORGANIZAÇÃO DO GENOMA DE  

PBV BASEADO NA SEQUÊNCIA COMPLETA DE PBV EM HOSPEDEIROS HUMANO 

 

 

 

Fonte: DELMAS, 2019 

 

Fregolente e Gatti (2009) foram os responsáveis pela nomenclatura para a 

caracterização dos isolados de PBV. A proposta é constituída pela especificação do 

hospedeiro; país de origem abreviado em três letras; a identificação da amostra e o ano em 

que foi coletada. Todas as informações devem ser separadas por barras e nos casos que 

houver a caracterização do genogrupo, essa informação é adicionada no início da 

nomenclatura.   Por exemplo, o isolado de um PBV em um ser humano na China em 1997, 

amostra 1-CHN97, caracterizada como PBV-GI, recebe a nomenclatura 

GI/PBV/human/CHN/1-CHN97/1997. 

O sequenciamento completo dos dois segmentos foi realizado pela primeira vez com 

uma amostra proveniente de uma criança com gastroenterite aguda na Tailândia, o qual 

possibilitou a visualização da organização do genoma do PBV. O primeiro segmento de 

RNA (2,2 kbp) codifica três janelas de leitura aberta (ORFs), a ORF1 (39 aa) de função não 

elucidada; a ORF2 (224 aa) que codifica uma proteína hidrofílica de função desconhecida 

e a ORF3 (552 aa), codifica uma proteína de capsídeo. O segundo segmento de RNA (1,2 

kbp), constituído por apenas uma ORF de 534 aminoácidos, codifica a enzima de replicação 

RNA Polimerase dependente de RNA (RdRp) (WAKUDA, PONGSUWANNA e TANIGUCHI, 

2005; MALIK et al., 2014; DELMAS et al., 2019). 

Grande parte dos estudos envolvendo o PBV e sua variabilidade genética são 

baseados nas sequências do segmento 2 (RdRp) do gene (GANESH, MASACHESSI e 

MLADENOVA, 2014). 



14 
 

 O PBV é um vírus que tem sido detectado em humanos, animais de 

companhia, animais domésticos e animais silvestres. Além disso, pode ser encontrado em 

amostras ambientais como águas residuais e águas superficiais naturais (HAMZA, et al. 

2011 e GANESH; MASACHESSI; MLADENOVA, 2014). 

 Alguns autores defendem a necessidade de mais estudos para estabelecer a real 

importância do PBV, seja como causador primário de infecções ou como agente oportunista 

em associação com outros patógenos, principalmente em pacientes imunossuprimidos ou 

até mesmo como um vírus inócuo ao hospedeiro (ALFIERI, TAMEHIRO E ALFIERI, 2000; 

GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014).   

 Em uma província de Changsha Hunan, na China, foi detectada a presença do PBV 

em águas residuais de tratamento de esgoto. Os PBVs encontrados se mostraram 

resistentes ao tratamento, sendo inclusive apontados como bons indicadores de poluição 

fecal (ZHANG et al., 2014). 

Giordano et al. (1999) e González et al. (1998) realizaram estudos com pacientes 

infectados com o vírus da imunodeficiência humana (HIV). No primeiro caso, o estudo foi 

um comparativo entre humanos infectados e não infectados com HIV para excreção de 

PBV; 15% dos pacientes portadores de HIV foram positivos para o PBV, já no grupo de não 

portadores, o PBV não foi detectado. No segundo caso, o estudo foi conduzido na 

Venezuela e detectaram a presença do PBV em pacientes infectados com o HIV.  

Valle et al. (2001), em uma pesquisa realizada na Argentina, detectaram o PBV em 

pacientes transplantados renais. A excreção do vírus foi associada ao tratamento 

imunossupressor.  

É importante ressaltar que nem sempre os portadores do PBV são indivíduos 

imunocomprometidos. Em uma pesquisa realizada na Argentina com animais de zoológico, 

foi possível detectar PBV em animais vivendo em cativeiros individuais e coletivos. Durante 

a pesquisa nenhum fator imunossupressor foi relatado; entretanto, os pesquisadores 

sugeriram que o estresse crônico devido ao cativeiro pode predispor os animais e favorecer 

a replicação e excreção viral (MASACHESSI et al., 2007). 

No Brasil, em 1988, foi descrito pela primeira vez um caso de PBV detectado 

ocasionalmente em fezes humanas durante uma investigação de rotavírus em crianças pela 

técnica eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), em que foi possível observar o 

genoma bissegmentado do vírus (PEREIRA et al., 1988).  

Desde então, o vírus tem sido detectado em várias espécies hospedeiras em 

diferentes localizações geográficas pelo mundo, incluindo mamíferos terrestres 
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e marinhos, répteis e aves, além de águas residuais (CONCEIÇÃO-NETO et al., 

2016; GANESH et al., 2014; MALIK et al., 2014; NAVARRO et al., 2017).  

 

4.2.  Diagnóstico molecular de Picobirnavírus 

 

A primeira técnica utilizada para identificar e detectar o PBV foi a EGPA, 

posteriormente a RT-PCR (Reverse Transcription–Polymerase Chain Reaction) e 

recentemente, os estudos de metagenômica têm demonstrado a presença do vírus em 

diversas amostras biológicas e ambientais.  

O PBV, pela característica bissegmentada do genoma viral, pode ser detectado pela 

EGPA seguida pela coloração com nitrato de prata. Esta técnica permite a separação dos 

dois fragmentos genômicos do PBV de amostras biológicas, que foram submetidas à 

extração de ácidos nucleicos e posteriormente à eletroforese vertical em um gel de 

poliacrilamida. No entanto, devido à baixa sensibilidade da técnica, apenas amostras com 

alta carga viral podem ser detectadas (CARRUYO et al., 2008).  

O perfil de migração dos segmentos genômicos do PBV pela EGPA pode apresentar 

dois padrões eletroforéticos, grande (large) ou pequeno (small), os quais estão relacionados 

ao tamanho molecular dos fragmentos. No perfil large o segmento 1 apresenta 2,7 kb e o 

segmento 2, aproximadamente 1,9 kb. No perfil small, o segmento 1 tem 2,2 kb e o 

segmento 2, 1,2 kb (MALIK et al., 2014). Na FIGURA 3 é possível visualizar o diagnóstico 

do PBV por EGPA e seus perfis de migração. 

A RT-PCR, além de aumentar a especificidade e sensibilidade, também permite a 

diferenciação dos genogrupos, análise filogenética das estirpes e caracterização genômica 

(FREGOLENTE et al., 2009). Entretanto, essa técnica necessita de primers específicos 

para a caracterização de cada genogrupo (GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 

2014).  

Rosen et al. (2000) desenharam primers universais para a detecção de PBV GI e 

GII, os quais são amplamente utilizados por pesquisadores de diversos países em 

diferentes amostras biológicas e/ou ambientais de uma ampla gama de hospedeiros. Esses 

primers foram originalmente desenhados para amplificação parcial do gene RdRp 

(segmento 2) de PBV a partir de fezes de pacientes humanos (TABELA 1).   
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FIGURA 3 – ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA E COLORAÇÃO POR NITRATO DE 

PRATA. IMAGEM A – LINHA 1: PADRÃO DE MIGRAÇÃO ROTAVÍRUS BOVINO, LINHA 2: AMOSTRA 

NEGATIVA, LINHA 3:  PERFIL ELETROFORÉTICO LARGE DO PBV. IMAGEM B – LINHA 1: PADRÃO DE 

MIGRAÇÃO ROTAVÍRUS BOVINO, LINHA 2: AMOSTRA NEGATIVA, LINHA 3: AMOSTRA NEGATIVA, 

LINHA 4:  PERFIL ELETROFORÉTICO SMALL DO PBV.  

 

Fonte: TAKIUCHI et al., 2016. 

 

 

TABELA 1- SEQUÊNCIAS DOS OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES PARA A 

CARACTERIZAÇÃO DE GENOGRUPOS DE PBV POR RT-PCR 

Identificação dos  

iniciadores 

Posição  

(nucleotídeo) 

Sequência (5’-3’) Genogrupo 

PicoB25 665-679 TGG TGT GGA TGT TTC Genogrupo I 

PicoB43 850-865 A(GA)T G(CT)T GGT CGA ACT T 

PicoB23 685-699 CGG TAT GGA TGT TTC Genogrupo 

II 
PicoB24 1039-1053 AAG CGA GCC CAT GTA 

FONTE: ROSEN et al. (2000) 

 

Atualmente, a RT-PCR é a técnica mais utilizada no diagnóstico de PBV, pois além 

de ser mais sensível que a EGPA (aproximadamente 100 vezes mais sensível), também 

permite a caracterização do genogrupo envolvido após reações de sequenciamento 

genômico e a realização de estudos filogenéticos (CARRUYO et al., 2008; FREGOLENTE 

et al., 2009; GHOSH et al., 2009). 
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4.3.  Picobirnavirus em suínos  

 

Gatti et al. (1989) descreveram o primeiro relato de PBV suíno no mundo, o qual foi 

detectado pela técnica EGPA em fezes diarreicas e não diarreicas, portanto, sem a 

caracterização molecular em GI ou GII.  Em seguida, muitos estudos com suínos foram 

realizados no mundo, ressaltando inclusive   que a infecção do PBV nesta espécie não está 

associada a um quadro de enterite (WILBURN et al., 2017).   

Além disso, Smits et al. (2011) detectaram o PBV GI e GII em amostras de suabe 

nasal de suínos, ampliando o conhecimento sobre a diversidade e o tropismo deste vírus. 

Outro estudo descreveu a presença do PBV em fezes de suínos domésticos saudáveis de 

criadouros de subsistência em uma região de periferia na Índia, através de EGPA e RT-

PCR (GANESH et al., 2012). 

Na Tailândia a presença de PBV foi observada em 29,48% dos 308 suínos avaliados 

provenientes de criações comerciais (WILBURN et al., 2017).  

A co-infecção com ambos os genogrupos de PBV já foram relatadas na China, 

Tailândia e índia, tanto em amostras fecais como em amostras do trato respiratório de 

suínos (SMITIS et al., 2011; CHEN et al., 2014; WILBURN et al., 2017; KYLLA et al., 2017). 

A relação entre imunossupressão e detecção de PBV em suínos de granjas 

comerciais também já foi relatada, sendo observado um aumento da excreção viral em 

períodos de estresse fisiológico, como por exemplo, período de lactação das matrizes e 

final de gestação.  Os estudos ainda sugeriram que a infeção por PBV pode ser prolongada 

e intermitente no hospedeiro suíno, ocorrendo desde o seu nascimento até a fase adulta, 

alternando entre períodos de ausência, baixa e alta excreção, em animais assintomáticos 

ou não (MARTINEZ et al., 2010; MASACHESSI et al., 2015). 

De acordo com a análise de nucleotídeos, o vírus pode se manter no hospedeiro com 

ou sem mutação, indicando assim a persistência do vírus no hospedeiro ou possível 

reinfecção com diferentes estirpes.  Dados como esse sugerem que os animais podem 

permanecer assintomáticos durante toda sua vida e mesmo assim atuar como reservatório 

e propagador do vírus (MARTINEZ et al., 2010; MASACHESSI et al., 2015).  

No entanto, no Brasil, os dois únicos estudos de caracterização molecular de PBV 

envolvendo a espécie suína estão relacionados ao GI (FREGOLENTE e GATTI, 2009; 

ROSADO et al., 2020).  

Na Tabela 2 estão indicados os estudos de detecção de PBV-GII em suínos no 

mundo, de acordo com a técnica utilizada e a natureza da amostra biológica.  
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TABELA 2 - ESTUDOS DE DETECÇÃO DE PBV EM SUÍNOS, DE ACORDO COM A 

LOCALIDADE, MÉTODO DIAGNÓSTICO E TIPO DE AMOSTRA 

Referência País Técnica utilizada Amostras biológicas 

Smits et al., 2011 China RT-PCR Suabe nasal/Fezes 

Chen et al., 2014 China RT-PCR Fezes 

Wilburn et al., 2017 Tailândia RT-PCR Fezes 

Kylla et al., 2017 Índia EGPA / RT-PCR Fezes 

FONTE: AUTORA (2021) 
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5. METODOLOGIA  

 

Foram testadas 53 amostras de fezes de suínos, coletadas de fêmeas prenhes 

(n=9); lactantes (n=33); leitões (n=7); animais doentes (n=1); cachaço (n=1) e fêmeas 

presas em gaiolas (n=2), provenientes de cinco granjas comerciais (Granjas 6 a 10) da 

região oeste do Paraná. As amostras eram pertencentes à coleção de amostras biológicas 

do Laboratório de Virologia Animal - UFPR Setor Palotina e estavam armazenadas em 

coletores universais a 4 °C. 

Inicialmente as amostras fecais foram aliquotadas em microtubos para a realização 

da extração bruta. Este processo consistiu na diluição da amostra em solução tampão pH 

7,4 (Tris-HCl 0,089 mM /L, CaCl2 0,15 mM/L), com concentração final de 10 a 20% 

(peso/volume) seguido de agitação mecânica e centrifugação a 3.000 rpm por 5 minutos. 

Por fim, 450 µL do sobrenadante foi recolhido em outro microtubo para a realização da 

extração de ácido nucleico.  

  Para a extração do ácido nucléico viral foi utilizado a associação das técnicas  

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) e sílica/tiocianato de guanidina,  

conforme descrita por Alfieri et al. (2004). Como controle negativo foi usado uma alíquota 

de água com dietilpirocarbonato (DEPC) e como controle positivo uma amostra fecal 

previamente testada e confirmada positiva para PBV GII.  

Os sobrenadantes recolhidos da extração bruta foram tratados com sódio dodecil 

sulfato (SDS) 1% e mantidos em banho-maria a 56ºC por 30 minutos. Após, foi adicionado 

igual volume da solução fenol-clorofórmio-álcool isoamílico, homogeneização por agitação 

mecânica, incubação em banho-maria a 56ºC por 15 minutos e centrifugação a 10.000 rpm 

por 10 minutos (SAMBROOK et al., 1989). O sobrenadante foi recolhido em novo microtubo 

sendo submetido ao tratamento com sílica e tiocianato de guanidina, conforme descrito por 

Boom et al. (1990). Os ácidos nucleicos extraídos foram eluídos da matriz de sílica em 50 

μL de água ultrapura e mantidos a -80ºC para posterior uso.  

Após esse processo, o RNA extraído foi submetido à RT-PCR seguindo o protocolo 

descrito por Rosen et al. (2000).  Foram utilizados os primers para amplificar um segmento 

de 369 pb do gene RdRp (segmento 2), específico para o GII do PBV, denominados Pico 

B23 (5´-CGGTATGGATGTTTC-3´) e Pico B24 (5´- AAG CGA GCC CAT GTA-3´). O 

protocolo utilizado envolveu três etapas, (1) desnaturação, (2) transcrição reversa (RT) e 

(3) reação em cadeia pela polimerase (PCR), nesta sequência.  

O processo para obtenção do DNA complementar (cDNA) consistiu na adição de 3 

μL do RNA extraído, 1 μL do primer PicoB23 e 1 μL primer PicoB24, ambos a uma 
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concentração de 20 pmol/μL (Integrated DNA Technologies), seguido de desnaturação a 

94° C por 5 minutos em termociclador. Após esse período, as amostras foram 

imediatamente imersas em banho de gelo por 5 minutos, seguido da adição de 7,5 μL de 

uma solução denominada RT-Mix contendo 1 x RT buffer (250 mM Tris-HCl pH 8,3; 375 

mM KCl; 15 mM MgCl2; 50 mM de dietiltreitol), 0,1 mM de cada dNTP (Quatro G), 120 

unidades da enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) e água ultrapura 

autoclavada para a obtenção de um volume final de 12,5 μL. A mistura foi incubada a 37° 

C por 50 minutos seguida de etapa para inativação da enzima a 70° C por 15 minutos.  

A PCR foi realizada com a adição de 12,5 μL de solução PCR-Mix contendo 1x PCR 

buffer (20 mM Tris-HCl pH 8,4; 50 mM KCL), 2 mM de MgCl2, 0,2mM de cada dNTP, 0,5 

μL do primer PicoB24 e 0,5 μL do primer PicoB23, ambos a 20 pmol/μL; 2,5 unidades da 

enzima Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies) e água ultrapura 

autoclavada para completar um volume final de 25 μL. A reação de amplificação foi 

realizada em termociclador com as seguintes condições de tempo e temperatura: uma 

etapa 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturação), 1 minuto 

a 50ºC (anelamento) e 1 minuto a 72ºC (extensão). A etapa de extensão final ocorreu a 

72°C por 7 minutos. 

Os produtos amplificados foram submetidos à técnica de eletroforese em gel de 

agarose a 2% (Kasvi), submerso em tampão TBE pH 8,4 1x (89 mM Tris; 89 mM ácido 

bórico; 2 mM EDTA) em uma voltagem de 100V e 80 mA, por aproximadamente 1hora e 30 

minutos. Foi realizada a coloração do gel em solução contendo brometo de etídio a 0,5 

µg/mL, por aproximadamente 30 minutos, seguida da visualização dos amplicons em 

transiluminador UV. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A presença de PBV-GII foi confirmada nas fezes de suínos em todas as granjas 

avaliadas, tendo pelo menos um animal positivo. Das 53 amostras analisadas, 26% (14/53) 

resultaram positivas pela RT-PCR.  

A variação da frequência de PBV GII por granja pode ser conferida na TABELA 3. A 

FIGURA 1 demonstra resultados positivos de PBV GII em gel de agarose, indicando o 

tamanho esperado de 369 pb do fragmento específico.  

 

TABELA 3 - QUANTIDADE DE AMOSTRAS TESTADAS E POSITIVAS DISTRIBUÍDAS POR GRANJA 

Identificação da granja N° de amostras testadas RT PBV-GII positivas n (%) 

Granja 6 10 5 (50%) 

Granja 7 8 1 (12,5%) 

Granja 8 11 3 (27,3%) 

Granja 9 10 2 (20%) 

Granja 10 14 3 (21,4%) 

TOTAL 53 14 (26,4%) 

FONTE: AUTORA (2021) 

 

 

FIGURA 4 - RT-PCR PARA AMPLIFICAÇÃO DO FRAGMENTO DE 369 PB 

 DO GENE RDRP DO PBV-GII. CANALETA 01: PADRÃO DE TAMANHO 

 MOLECULAR DE 100 PB; CANALETAS 02 E 03: AMOSTRAS FECAIS DE SUÍNOS PBV GII 

POSITIVAS  

 

FONTE: AUTORA (2021) 
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As amostras analisadas eram de fêmeas prenhes e lactantes, leitões, animais 

doentes e machos reprodutores. Na tabela 4 está a representação da distribuição das 

categorias testadas e a quantidade de animais positivos para PBV-GII.  

 

TABELA 4 - CATEGORIA E N° DE ANIMAIS POSITIVOS PARA PDV-GII 

Categoria animal  n° de animais RT PBV-GII positivas n (%) 

Leitão 7 3 (42,9%) 

Fêmeas prenhes 9 4 (44,4%) 

Fêmeas lactantes 33 5 (15,1%) 

Cachaço  1 1 (100%) 

Descarte/doentes 1 0 (0%) 

Fêmea em gaiolas 2 1 (50%) 

Total 53 14 (26%) 

 
FONTE: AUTORA (2021) 

 

Segundo estudo realizado por Martinez et al. (2010), há um aumento de detecção 

de PBV ao final da gestação e durante o período de lactação em porcas, propondo assim, 

que as condições geradas pelo manejo animal e estresse fisiológico, podem contribuir para 

o aumento da replicação e excreção viral. As condições de criação dos suínos também são 

objeto de estudo, os quais relatam que o atual modo de criação gera estresse, podendo ser 

essa a relação do estado fisiológico dos animais com a excreção viral (PAVIČIĆ et al., 2003 

e TUCHSCHERER et al., 2002). 

A associação causal do PBV com diarreia ainda é controversa, já que a amostragem 

foi composta somente por fezes de suínos com consistência normal. Com isso, é possível 

considerar que o PBV não seja um patógeno primário da diarreia. Entretanto, vale salientar 

que não foram avaliados nos sistemas de criação situações imunodebilitantes como 

deficiência nutricional e/ou doenças concomitantes.  

Segundo Wilson (1997), o insucesso na amplificação do material genético pela 

técnica de RT-PCR pode ocorrer devido a possível degradação do RNA viral e/ou presença 

de contaminantes, os quais podem atuar como inibidores das polimerases. Outro aspecto 

limitante é a dificuldade de amplificação do PBV-GII. Em um estudo realizado com bovinos 

no Brasil, atribuiu-se aos primers utilizados a possível falha de detecção, em função da alta 

variabilidade genética deste genogrupo (NAVARRO et al., 2018).  
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No mundo inteiro, existem poucos relatos com PBV-GII se comparados com GI, isso 

pode ocorrer tanto pela predominância de estudos e casos com PBV-GI, ou ainda, devido 

à falha de detecção pelos primers (GANESH., 2012). 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Foi possível detectar o PBV-GII em amostras fecais de suínos, demonstrando que o 

vírus está presente nos sistemas de criação comerciais da região oeste do Paraná e 

acometendo diferentes categorias de animais. Embora este seja o primeiro estudo 

envolvendo PBV-GII em suínos no Brasil, esses resultados ainda são preliminares e não 

nos permite fazer qualquer inferência sobre o papel etiológico do PBV no hospedeiro 

suíno devido ao baixo número de amostras analisadas. A partir dos resultados obtidos 

estão sendo delineados novos estudos contemplando maior número de amostras de 

animais sob diferentes condições clínicas para avaliar o potencial patogênico deste vírus 

em suínos.
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