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RESUMO: Porcine circovirus 2 (PCV2) estd associado a varios sinais
clinicos que sdo designados coletivamente como Circovirose e tem
grande impacto na suinocultura. O isolamento viral é classicamente
realizado em células da linhagem PK-15, contudo outras células tém
sido testadas. Apesar dos avangos nos estudos com PCV2, o isolamento
ainda é um desafio. Diante da dificuldade de manutengio dessas linha-
gens celulares comumente utilizadas associadas & necessidade do uso
de substincias tdxicas para o isolamento de PCV2, os objetivos do
presente trabalho foram descrever o primeiro isolamento de Porcine
circovirus 2b em linhagens de células de macréfago (J744) e verificar a
taxa de mutago nesse sistema. Uma amostra de pulmao foi submetida
a0 sequenciamento e agrupada ao gendtipo PCV2b. Essa amostra foi
utilizada para inocular uma garrafa de J744 (com 30% de confluéncia
em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino) e submetida a cinco
passagens, as quais foram acompanhadas por reagio em cadeia da poli-
merase quantitativa (PCRq). As cargas virais inicial e final foram de
2,90 x 10% e de 4,45 x 10® cépias de DNA/PL para PCV2b, respec-
tivamente. O sequenciamento confirmou o isolamento e descartou o
coisolamento de mais de um genétipo. Apés cinco passagens, o iso-
lado apresentou identidade de 99,7%, com descricao de cinco muta-
gOes pontuais, uma sindnima e quatro nio sindnimas, observadas nas
regides do gene cap e rep. Os resultados obtidos demonstram que as
células J744 apresentam a susceptibilidade, e a instabilidade do virus
em J744 serd importante para a compreensio do virus.
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ABSTRACT: Porcine circovirus 2 (PCV2) is associated with
various clinical signs that are collectively designated as Circovirosis
and has a great impact on the pig industry. The virus isolation is
classically performed on PK-15 cell line, but other cells have been
tested. Despite advances in studies with PCV2, isolation is still a
challenge. The difficulty of maintaining these cell lines commonly
used associated with the use of toxic substances to the isolation of
PCV2 had stimulated the present study, that had the objectives
to describe the first isolation of PCV2b in macrophage cell lines,
J744 and verify the mutation rate at this system. A sample of
lung was pooled and submitted to sequencing in which was
classified in genotype PCV2b. This sample was used to inoculate
a bottle of J744 with 30% of confluence in RPMI with 10%
fetal bovine serum and submitted to five passages, which were
accompanied by chain reaction quantitative polymerase (PCRq).
The initial and final viral loads were 2.90 x 10° and 4.45 x 10®
DNA copies/pL for PCV2Db, respectively. Sequencing confirmed
the isolation and had eliminated possible co-isolation of more
than one genotype. After five passages, the isolate showed 99.7%
identity with description of five point of non-synonymous or/and
synonymous mutations observed in the cap and rep gene.
The results demonstrate that J744 cells exhibit susceptibility,
and the instability of the virus in J744 will be important for
understanding the virus.
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INTRODUCAO

Porcine circovirus 2 (PCV2) pertence ao género Circovirus,
da familia Circoviridae, e estd associado a vérios sinais cli-
nicos que sio designados coletivamente como Circovirose.
O impacto na suinocultura é grande, uma vez que afeta o
desempenho dos animais e, consequentemente, a produtivi-
dade da granja. O PCV2 apresenta dois principais gendtipos,
PCV2a e PCV2Db, os quais se encontram amplamente disse-
minados na populacio suina, com prevaléncia que varia de
50 a 100% (SEGALES ez al., 2013).

Culturas de células animais sio utilizadas em virias
dreas de pesquisa, destacando-se o diagndstico das infec-
¢oes causadas pelos virus, por meio do isolamento e da
identificagao desses agentes. A aplicagio dos substratos
celulares estd diretamente correlacionada a susceptibili-
dade ao crescimento dos virus e & capacidade do agente
infectante de causar alteracio celular denominada de efeito
citopético (ECP) (OPRIESSNIG ez al., 2007; CADORE
et al., 2009).

A susceptibilidade de culturas celulares 2 infeccio por
Porcine circovirus (PCV) foi investigada, inicialmente, com
a espécie de Porcine circovirus 1 (PCV1). Linhagens celu-
lares semicontinuas e continuas provenientes de bovinos,
ovinos, aves, primatas (Vero) e humanos (Hep-2 ¢ Hela),
ap6s tratamento com D-glucosamina, foram inoculadas
com o PCV1, sendo todas susceptiveis 2 infeccio, exceto
as culturas celulares avidrias. No entanto, somente as cul-
turas celulares derivadas de suinos e de células Vero tive-
ram aumento no nimero de células infectadas pelo PCV1
(ALLAN et al., 1994).

PCV2 ¢ o menor virus animal descrito com capacidade
de replicacio autdbnoma em células de mamiferos, que ocorre,
obrigatoriamente, durante a fase S da mitose, pois esse agente
bioldgico depende de proteinas produzidas durante essa fase do
ciclo celular. Essa caracteristica deve ser considerada quando
se pretende trabalhar com o isolamento, e a D-glucosamina é
amplamente utilizada para induzir a fase S nas células, sendo
recomendados a concentragio de 300 mM e o perfodo de incu-
bacio de 30 minutos (TISCHER ez 4/., 1982). Porém, em
razo da natureza téxica desse reagente, observa-se severa dege-
neragio nas células infectadas e tratadas com D-glucosamina
quando comparadas com as células infectadas e nao tratadas
(STEVENSON et al., 1999).

O isolamento viral em cultivo celular de PCV2 ¢ classi-
camente realizado em células da linhagem PK-15, originada
de rim suino, o qual é acompanhado pelas técnicas de imu-
nofluorescéncia ou imunoperoxidase indireta, contudo células
PK-15 (ATCC-CCL-33) sio persistentemente infectadas com
PCV1, sendo necessério o uso de culturas celulares de PK-15
nio infectadas com esse virus, ou de células Vero, SK-6 (rim
de suino) e ST (testiculo de suino) para o isolamento viral
(ALLAN; ELLIS, 2000).

Diante da dificuldade de isolar o PCV2b, a estabilidade
genética in vitro é controversa. BRANDAO et al. (2010)
verificaram alta taxa de mutagio com tendéncia para a sele-
¢do positiva no gene cap apds trés passagens, no entanto
CRUZ et al. (2014) descreveram mutagdes pontuais apds
um némero de passagens que variou de 6 a 17, dependendo
do isolado, principalmente na regido cap do genoma viral,
que resultaram no desenvolvimento de CP em células ST.
In vivo, a taxa de mutagio ¢ alta, sendo semelhante 4 dos
RNA virus, os quais puderam ser verificados com diversi-
dade de gendtipos descrita nos dltimos anos. Apesar de os
novos gendtipos nio terem sido testados experimentalmente
quanto 4 patogenicidade, existem estudos que demonstram
alteracdes de patogenicidade entre os isolados de PCV2b
(OPRIESSNIG et al., 2007; SEGALES ez al., 2013).

Apesar dos avancos nos estudos com PCV2, o isolamento
ainda é um desafio. Diante da dificuldade de manutencio
dessas linhagens celulares comumente utilizadas associadas
a necessidade do uso de substincias téxicas para o isola-
mento de PCV2, os objetivos do presente trabalho foram
descrever o primeiro isolamento de PCV2b em linhagens
de células de macréfago (J744) e verificar a taxa de muta-

¢20 nesse sistema.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Para o isolamento, foi utilizada suspensio uma amostra
de pulmio de suino a 10% (p/v) em MEM (meio essen-
cial minimo — Gibco BRL) e armazenada em -80°C até
o seu uso. A amostra foi sequenciada e classificada como
PCV2b. Adicionalmente, essa amostra foi testada e consi-
derada negativa para Porcine circovirus 1 (PCV1), Porcine
parvovirus (PPV), Torque teno sus virus 12 (TTVSula),
Torque teno sus virus k2 (TTSuVk2), Bordetella bronchisep-
tica, Pasteurella multocida e Mycoplasma hyopneumoniae pela
reacio em cadeia pela polimerase (PCR), conforme descrito

no item “Rea¢6es moleculares”.

Células

Garrafas de 75 cm? com monocamadas de células J744 na 58.2
passagem, gentilmente cedidas pelo Laboratdrio de Doengas
Parasitdrias do Departamento de Medicina Veterindria e
Preventiva da Universidade de Sao Paulo, foram tripsiniza-
das. Para isso, o meio de cultura de tecido animal (RPMI —
Roswell Park Memorial, Cultilab, Brasil) foi removido, adi-
cionou-se 1 mL de TrypLE™ Express (Gibco BRL, Brasil), e
as garrafas foram incubadas por aproximadamente 2 minutos
a 37°C. A tripsina foi retirada, e as células foram descoladas
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e suspensas em meio RPMI, sendo, posteriormente, transfe-
ridas para garrafas de 25 mL ou 75 cm? (Corning, Estados
Unidos), na concentragio de 5 a 7 x 10° células vidveis/mL
(concentracio inicial). Adicionou-se 10% de soro fetal bovino
(SEB — Cultilab, Brasil), e incubou-se a 37°C em 5% de CO,

até atingir 30% de confluéncia.

Isolamento

Foram utilizadas duas garrafas (25 cm?) de J744 com 30% de
confluéncia em meio RPMI com 10% de SFB, sendo uma
inoculada com PCV2b e outra com controle. Apés 48 horas
de incubagio a 37°C em 5% de CO,, as garrafas foram con-
geladas e descongeladas trés vezes. O volume total (celular +
sobrenadante) foi aliquotado, armazenado a -70°C ¢ identifi-
cado como passagem 1. Uma aliquota de 500 mL desse mate-
rial foi utilizada para inocular a nova garrafa (25 cm?), e esse
procedimento foi repetido por trés vezes. A partir de entdo,
iniciou-se a expansio, em que 3 mL do isolado da terceira
passagem foi utilizado para inocular uma garrafa de 75 cm™
Finalmente, 6 mL da quarta passagem foram utilizados para
inocular uma garrafa de 150 cm?, sendo essa a quinta passa-
gem (Fig. 1).

Reac6es moleculares

Extragio de DNA

Uma aliquota de cada passagem do indculo (n = 10) foi
utilizada para a extragdo de DNA viral com o kiz QlAamp
cador Pathogen Mini (Qiagen, Estados Unidos), conforme
instrugées do fabricante. O volume usado de cada amostra
foi 200 UL, e dcido nucleico foi eluido em 100 pUL de tam-
pao. A pureza e a concentragio de DNA foram obtidas pela
razdo das absorbancias 260/280 (A, /A

260 280
cia 260 nm, respectivamente, avaliadas por espectrofoto-

) e por absorban-

metria utilizando NanoDrop 2000c Spectrophotometer®
(Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). A razdo das

absorbincias foi considerada quando os valores estiveram
entre 1,8 e 2,1.

Reacio em cadeia pela polimerase

As amostras de pulmio e do isolamento final foram testadas
para PCV1, PPV, TTVSula, TTSuVK2, B. bronchiseptica,
P mulrocida e M. hyopneumoniae. As PCRs foram conduzi-
das em um volume final de 25 pL contendo 2,5 UL de DNA
extraido, 12,5 pL de DreamTaq™ Green PCR Master Mix
(2X) (Fermentas, Estados Unidos), 50 pmoles de cada primer
e dgua ultrapura q.s.p. Os controles negativos da reagio e da
extragdo consistiram de d4gua ultrapura estéril. As amplifica-
¢oes foram realizadas em termociclador PTC-100 (Bio-Rad
MJ Research). Os controles positivos foram plasmideos com
os respectivos insertos para cada agente (BALDIN, 2012).
A visualizagao dos fragmentos amplificados foi realizada
por meio de transiluminagio do gel de agarose a 1,5% em luz
ultravioleta, ap6s sua coloragio com GelRed (Biotium Inc.,
USA), conforme as instrugdes do fabricante. O tamanho do
fragmento amplificado foi comparado ao padrio de 100 pb
(Invitrogen, Estados Unidos) e fotodocumentado.

Reagao em cadeia da polimerase quantitativa

O DNA das amostras (n = 10) foi submetido a reacio em
cadeia da polimerase quantitativa (PCRq). As reagbes foram
realizadas com o par de primers SypPCV2F (5’ATA ACC CAG
CCCTTCTCCTACC3) e SybPCV2R (5GGC CTA CGT
GGT CTA CAT TTC C 3’), que amplificaram um produto
de 145 pb da regido ORF2 (YANG ez al., 2007). A reagio foi
desenvolvida com o uso do kit DreamTaq™ Green PCR Master
Mix (Fermentas, Estados Unidos), conforme as instrugées do
fabricante: em um volume de 16 UL com adicio de 4 puL da
amostra por reagio. As condi¢des de reagio foram: 50°C/2 min,
95°C/2 min, 40 ciclos (94°C/1 min, 60°C/1 min e 72°C/1
min), seguidos de uma curva de dissociagio de 95 a 60°C.
O aparelho de PCR em tempo real utilizado foi One Step
(Applied Biosystem, Estados Unidos). As amostras nio foram

processadas em duplicatas, mas as reacdes foram repetidas, no

1 mL de 1 mL de 3mLde 6 mL de

inéculo suspensao suspensao suspensao
ﬂ ﬁ Congelado e ﬂ
I | LS descongelado

] Congelado el & Ty 4 .trés vezes . o
G-_.-’. descongelado |ﬁ’ .'. Iﬁ'f' ’ |ﬁ’ .'.
trés vezes
0 horas 48 horas 0 horas 48 horas O horas 48 horas 0 horas 48 horas
Passagem 1

O procedimento foi repetido até atingir a passagem 4.
De uma aliquota de cada passagem foi realizada PCRq para PCV2.

Inicio da expansdo para obtencao de
volume necessario para o experimento.

Figura 1. llustracdo do procedimento de isolamento e expansdo de PCV2b em linhagem de célula de macréfago J744.
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minimo, duas vezes, independentemente da reprodutibilidade
dos resultados. O controle negativo da reagio consistiu de dgua
ultrapura estéril. A curva padrio foi utilizada para calcular o
coeficiente angular da reta (slope) composta dos oito pontos,
diluigoes seriadas na base 10, com niimero de cépias conhe-
cido (10” a 10* cépias de DNA viral/pL).

A carga viral foi expressa por meio do niimero de cépias
de DNA por mL de amostra do cultivo celular. Os dados de
quantificacdo das diferentes amostras foram transformados
em /log da base 10 para andlise descritiva.

Sequenciamento

A PCR para amplificagio do genoma do PCV2 foi condu-
zida com os pares de primers P1/P2, P3/P4, P5/P6 ¢ P7/P8;
estes amplificaram, respectivamente, fragmentos de 629, 630,
701 e 621 nt, que, quando sobrepostos, compreendem todo
o genoma do PCV2. Em cada reagio com volume final de
25 pL foram adicionados 12,5 L de DreamTaq™ Green
PCR Master Mix (2 X) (Fermentas, Estados Unidos), 1 uL
de cada primer (P1/P2, P3/P4, P5/P6 ¢ P7/P8) a 10 pmol e
8 UL de 4gua DNAse free q.s.p. € 2,5 UL de DNA extraido
(BALDIN, 2012).

As amplificagoes foram realizadas em termociclador PTC-
100 (Peltier Thermal Cycler MJ Research, Bio-Rad Laboratories,
Estados Unidos), nas seguintes condi¢oes: 94°C/5 min, seguido
de 35 ciclos (94°C/30s, 51°C/30 s e 72°C/1 min) e extensio
final a 72°C/5 min.

A visualizagao dos fragmentos amplificados foi realizada
conforme descrito. Os fragmentos amplificados de DNA-
alvo, obtidos com os diferentes pares de primers (P1/P2,
P3/P4, P5/P6 e P7/P8), foram submetidos 4 migragio ele-
troforética em gel de agarose a 1,5% e purificados com o kit
comercial SPIN-X® centrifuge tube filters (Costar, Corning
Incorporated®, Estados Unidos), de acordo com as especi-
ficagbes do fabricante.

As amostras purificadas foram submetidas 2 reagio de
sequenciamento de DNA, sendo separadas para cada par de
primer. As amostras foram mantidas a 4°C até a precipitagio

pelo método EDTA-etanol (BALDIN, 2012).

Andilise filogenética

A sequéncia consenso do genoma total de PCV2 de cada
amostra foi obtida por intermédio do aplicativo Phred/Phrap
(disponivel on-line em: http://asparagin.cenargen.embrapa.
br/phph/). As sequéncias de nucleotideos das amostras foram
alinhadas com o auxilio do programa ClustalW implemen-
tado pelo programa BioEdit versdo 7.0.5, sendo comparadas
com a sequéncia do GenBank (PCV1 AY193712; PCV2a
AF055392; PCV2b AF055394; PCV2c EU148503), com
base no estudo de OLVERA ez a/. (2007). Adicionalmente, as
sequéncias recuperadas apds cinco passagens foram compara-
das com as dos inéculos para estudo de identidade utilizando
o programa BioEdit versdo 7.0.5.

RESULTADOS

Os DNA extraidos das células J744 nao infectadas, dos con-
troles negativos da extragiao e da PCRq foram negativos
para PCV2. Todas as amostras foram negativas para PCV1,
PPV, TTVSul, TTSuVK2, B. bronchiseptica, P multocida e
M. hyopneumoniae.

As amostras negativas foram testadas para -actina e
foram positivas, descartando a possibilidade de falso-negativo.

As cargas virais inicial e final foram de 2,90 x 10° e de
4,45 x 108 c6pias de DNA/UL para PCV2, respectivamente,
demonstrando aumento e, consequentemente, o seu isola-
mento (Fig. 2). O PCV2 apresentou queda da concentracio
viral da primeira passagem em célula para a segunda e da ter-
ceira para quarta, a partir da qual nio houve mais alteracio
na concentracio viral.

O resultado do sequenciamento confirmou o isolamento
de PCV2b e descartou a possibilidade de coisolamento de
mais de um genétipo. A sequéncia de PCV2b, apés cinco
passagens, apresentou identidade de 99,7%, com descricao
de cinco mutagdes. Mutagoes sindnimas foram observadas
nas regides dos genes cap (G1328A) e rep (A202G), respec-
tivamente. Mutagbes nio sinénimas ocorreram apenas na
regido do gene rep. Duas resultaram em substitui¢oes de
aminodcidos do mesmo grupo, ou seja, G231A e V859L,
enquanto a mutagio de nucleotideos T234A resultou na
substitui¢io de aminodcidos (I234N) pertencentes a gru-

pos diferentes (Fig. 3).

DISCUSSAO

A utilizagdo de cultivos celulares é indispensdvel para a pes-
quisa de PCV2, permitindo a sua manutencio e multiplicagio.
O isolamento de PCV2 ainda é um desafio para a comunidade
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Figura 2. Valores médio de DNA de PCV2/uL (Log, ) e desvio
padrdo das passagens de PCV2b em célula J744 quantificado
por reacdo em cadeia pela polimerase quantitativa.
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cientifica, e a hipétese do presente trabalho, do uso de uma
linhagem de macréfago (J744), surgiu diante da dificuldade
existente em trabalhar com outras linhagens de células. A célula
PK-15 é persistentemente infectada com o PCV1, sendo difi-
cil a obtengio de células livres no Brasil. A célula ST, que é
livre de PCV1, tem sido utilizada com éxito no isolamento
de PCV2. No entanto, em ambas as linhagens celulares, o uso
de solugio de D-glucosamina, em diferentes concentragdes, ¢
necessdrio, e a natureza t6xica desse reagente resulta em dege-
neracao das células (CRUZ, 20006).

Além do uso da D-glucosamina, outros protocolos foram
testados. Entre eles, destacam-se o de técnica de superinfec-
¢do, interferon, concanavalina A, agentes lisossomotdpicos
(como a cloroquina e a monensina) e deplecao de coleste-
rol utilizando metil-beta-ciclodextrina (MBCD) (CRUZ;
ARAUJO JR., 2014). O uso de célula J744 permitiu elimi-
nar o uso de D-glucosamina, e os resultados demonstraram
que o PCV2 se adaptou a célula J744, podendo ser promis-
sora para o seu isolamento.

PCV2 nao produz ECP, exigindo o emprego de téc-
nicas que propiciem a confirmagio do isolamento viral.
A técnica de PCRq vem sendo utilizada para avaliar a carga
viral de PCV2 em vérios tipos de amostras, tais como teci-
dos, soro, sangue, fezes e secrecdes nasais, lacrimais, entres
outros (OPRIESSNIG et 4/, 2007). Essa ferramenta tem
sido usada para demonstrar o isolamento viral, no entanto
deve-se considerar que o isolamento viral ¢ satisfatério
quando ocorre a manutengio ou o aumento da quantidade
do virus em cada passagem, indicando, assim, que o virus
estd se multiplicando na cultura de células. No presente tra-
balho, observou-se aumento da carga viral de 2,90 x 10° para
4,45 x 108 cépias de DNA/uL, com aumento do nimero de
passagens, confirmando o isolamento viral. A queda da con-
centragdo viral da primeira para a segunda e da terceira para
quarta passagem pode ser resultado da adaptagao do virus a
célula. Queda de carga viral com subsequente recuperagio
também foi observada por CRUZ; ARAU]JO JR. (2014).

Outro fator que deve ser considerado na escolha de
célula é o comportamento do virus. FENAUX ez al. (2004)
demonstraram que, depois de 120 passagens em célula, o
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virus PCV2 original sofreu duas muta¢oes nucleotidicas que
levaram 2 atenuacao da viruléncia iz vive. Resultados seme-
lhantes foram observados por HASSLUNG et /. (2005),
no entanto os resultados obtidos por RAMAMMORTHY
et al. (2011) sugerem que uma sequéncia interferon-stimula-
ted response elemento (ISRE), localizada na origem de repli-
cagdo do PCV2, desempenhou papel importante na inducio
da patogenia, com impacto negativo sobre a replicagio desse
virus. Entretanto, a muta¢io da sequéncia pareceu diminuir
a magnitude das lesdes patoldgicas aos 21 dias apds infecgao
(dpi), mas aumentou o tempo de eliminagio viral e causou
uma infec¢io mais grave aos 28 dpi, quando comparada ao
outro tipo de PCV2 utilizado no experimento.

No presente estudo, apés cinco passagens, observaram-se
mutagdes nas regides dos genes cap e rep. A proteina do cap-
sideo, codificada pelo gene cap, desempenha papel impor-
tante no receptor de ligagio virus—célula. O polimorfismo
na estrutura primdria dessa proteina observada no presente
estudo pode ser interpretado como resultado da adaptagao do
virus aos receptores de membrana de célula J744. No entanto,
mutagio na regido do gene 7¢p é menos comum, uma vez que
essa regido ¢ responsdvel pela codificagao de proteinas envol-
vidas na replicagdo. As duas substituigoes de aminodcidos do
mesmo grupo (G231A e V859L) nio alteraram a estrutura
secunddria da proteina, nio interferindo na sua fun¢io, porém
a substituicio de aminodcidos (1234N) pertencentes a grupos
diferentes pode ter interferido na estrutura secunddria e, conse-
quentemente, em sua fung¢io. A substitui¢io ocorreu na regiao
codificadora da proteina rep e, no presente trabalho, nenhuma
alteracio da replicagao viral celular foi observada. Portanto,
mais estudos sio necessarios para avaliar o real impacto dessa
mutagio. Os resultados obtidos sao semelhantes aos observa-
dos por BRANDAO et /. (2010). No presente trabalho, os
autores relataram diferenca de comportamento do virus em
linhagens de célula suina e de outra espécie animal. As muta-
¢oes na regido rep foram mais frequentes na linhagem celular
Vero quando comparada com ST, cujas mutacoes se concen-
traram na regido cap. Esses resultados diferem dos observados
por CRUZ ¢t al. (2014), em que as mutagdes foram, em sua
maioria, nio silenciosas na regio do gene cap. As mutagdes

45! HMO038031 PCV2d
AY256458 PCV2a
AF055392 PCV2a
AB072303 PCV2a
EU148505 PCV2c

EU148503 PCV2c
100
8\?‘: EU148504 PCV2c

F 4
0.005

Figura 3. A) Arvore filogenética de sequéncias completas de PCV2 construida pelo algoritmo Neighbor-joining. Os nimeros
representam os valores de bootstrap (1.000 réplicas). *Sequéncias do indculo (am49 IB) e isolado ap6s cinco passagens (PCV2b
AGO); B) alinhamento de amostras de indculo e isolado de PCV2b. Os pontos indicam residuos idénticos. Regides onde se encontram

as mutagoes estdo grifadas.
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induziram o ECP em cultivo celular, algo até entdo nunca
visto em isolamento de PCV2.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que
PCV2b pode ser isolado em linhagem de célula de macré-
fago J744, dispensando o uso de D-glucosamina, sendo
uma alternativa para o cultivo do virus. A instabilidade
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