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RESUMO

O Circovirus suino (PCV) pertence a familia Circoviridae e ao genéro Circovirus. O virus
subdivide-se em: Circovirus suino-1 (PCV1) e Circovirus suino-2 (PCV2). O PCV1 ndo é
patogénico, ao contrério do PCV2, que é um dos mais importantes agentes etioldgicos da
suinocultura moderna, estando associado a varias doencas. Essa complexidade de distarbios
causados pelo PCV2 gera uma demanda por técnicas laboratoriais e mais op¢des de amostras
bioldgicas que venham a facilitar o diagnostico e monitoramento sanitario dos rebanhos. A
técnica do ELISA vem destacando-se na investigacdo de anticorpos contra o PCV2, diante de
outras técnicas soroldgicas, em razdo de sua simplicidade, alta sensibilidade e especificidade.
Dentre as ferramentas moleculares, a Reacdo em Cadeia pela Polimerase quantitativa em
tempo real (qPCR) destaca-se principalmente por mensurar a carga viral da amostra. O fluido
oral (FO) é uma amostra bioldgica que vem sendo cada vez mais utilizada na suinocultura por
diminuir o estresse e favorecer o bem-estar animal. O PCV2 foi identificado recentemente no
Brasil, e a regido Nordeste ainda apresenta poucos estudos sobre a dindmica do respectivo
virus. Baseado nesses aspectos, objetivou-se estudar o PCV2 pelas técnicas de ELISA indireto
com anticorpo de captura e de qPCR em suinos, por meio de amostras de soro e FO,
respectivamente. As amostras foram oriundas do Abatedouro Municipal da cidade de Paulista,
localizado na Regido Metropolitana do Recife, estado de Pernambuco. As amostras de soro
foram coletadas durante o processo da sangria, no qual foi obtido um total de 74 amostras.
Essas foram avaliadas pela técnica do ELISA indireto com anticorpo de captura. As amostras
de FO foram obtidas de suinos que estavam alojados nas baias de descanso. Foi coletado um
total de 60 amostras, as quais foram submetidas ao teste do qPCR. Das amostras de soro
analisadas, tiveram o indice do ELISA considerado baixissimo 14 (18,92%), baixo 13
(17,57%), moderado 11 (14,86%) e alto 36 (48,65%). Das amostras de FO, apresentaram 0
DNA do virus 13,34% (8/60). Dessas, 75% (6/8) apresentaram uma carga viral muito baixa,
até 4 (log)/mL da amostra, e uma carga viral baixa 25% (2/8), de 4 a 5 (log)/mL da amostra.
A ocorréncia de anticorpos e a presenca do PCV2 nas amostras de FO sugerem que 0 virus
estd circulante em rebanhos do estado de Pernambuco. Este estudo traz argumentos para a
aplicacdo do ELISA indireto por anticorpo de captura em pesquisas soroldgicas e utilizacdo

do FO de suino como amostra bioldgica em testes quantitativos.

Palavras-chave: Anticorpo. Antigeno. Carga viral. Diagnostico. Fluido oral.



ABSTRACT

Porcine circovirus (PCV) belongs to the Circoviridae family and Circovirus genus. The virus
can be subdivided into porcine circovirus-1 (PCV1) and porcine circovirus-2 (PCV2). PCV1
IS non-pathogenic, where as PCV2 is one of the most important etiological agents in the pig
industry today, and the cause of several diseases. The complexity of PCV2 caused by
disturbances has led to a demand for laboratory techniques and a wider range of biological
samples that can facilitate diagnosis and herd_health monitoring. Research studies of the
antibodies against PCV2 have prefered the ELISA technique to other serological methods
because of its simplicity, high sensitivity and specificity. Among the molecular tools, the
quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR) stands out since it makes it possible
to measure the viral load of the sample. The oral fluid (FO) is a biological sample that has
been increasingly used in pig farming as it reduces stress and improves animal welfare.
Although PCV2 has been recently detected in Brazil, the North-East region has still not
carried out many studies on the dynamics of the respective viruses. In view of this, the, aim of
this research is to study PCV2 by means of indirect ELISA with the capture antibody and
gPCR in pigs through serum and FO, respectively. The samples were obtained from the
Municipal Slaughterhouse in the town of Paulista, located in the metropolitan district of
Recife, Pernambuco State. Serum samples were collected during the bleeding process, and a
total of 74 samples were obtained. These were assessed by means of the ELISA technique
with the capture antibody. The FO samples were obtained from pigs that were housed in stalls
to rest. A total of 60 samples were collected, and these were subjected to qPCR testing. The
serum samples that were analyzed, had measurements in the ELISA index as follows: very
low - 14 (18.92%), low - 13 (17.57%), moderate - 11 (14.86%) and high - 36 (48.65%). The
FO samples showed the DNA of the virus as 13.34% (8/60). 75% (6/8) of these had a very
low viral load of 4 (log) / ml of the sample and a low viral load 25% (2/8) 4 to 5 (log) / ml
sample. The occurrence of antibodies and the presence of PCV2 in the FO samples suggest
that the virus is spreading in the herds of Pernambuco State. This study provides a strong
argument for the application of ELISA for capture antibody in serological tests and using pids

to obtain biological FO samples in quantitative tests.

Keywords: Antibody. Antigen. Diagnosis. Oral fluid. Viral charge.
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1 INTRODUCAO

O sistema de producdo de suinos nos ultimos anos passou por uma intensa
transformacdo, principalmente no que diz respeito ao manejo, & genética, a nutricdo e a
sanidade (BARBOSA, 2005). Todo esse desenvolvimento na criacdo também gerou pontos
criticos, tais como a alta densidade populacional causando grande estresse nos animais, a
homogeneizacdo genética e a grande geragdo de residuos nas granjas, levando a um risco
permanente de inseguranca bioldgica nas criagdes (TRUJILLO, 1996; SOBESTIANSKY,
2002; MIRANDA, 2007; JALFIM, 2008). Situacdes essas que predispdem o aparecimento de
varias doencas, principalmente as de carater infeccioso, dentre elas, as doencas associadas ao
Circovirus suino-2 (PCV2) (BARBOSA, 2005).

Atualmente, o0 PCV2 esta entre os patdgenos de maior relevancia na suinocultura por
seu grande impacto negativo, gerando grandes perdas econdmicas (FERREIRA; SILVA,
2010; CARRIJO, 2012). Varias doencas estdo associadas ao PCV2, sendo denominadas de
PCVD (do inglés porcine circovirus diseases). Segalés (2012) classifica tais doencas em
Infeccdo Subclinica, na qual o animal ndo desenvolve manifestaces clinicas, ocorrendo
apenas perdas produtivas, e em Infeccdo Clinica, podendo ocorrer o desenvolvimento de
varias sindromes, dentre essas: a doenca sistémica, representada pela sindrome
multissistémica do definhamento suino (SMDS); doencas respiratdrias, na qual se enquadram
as manifestacdes clinicas e coinfeccBes com outros agentes que prejudicam esse sistema;
Doencas Digestivas causam principalmente diarreia e emagrecimento; doencas reprodutivas,
gerando abortos e leitdes natimortos; e a sindrome da dermatite e nefropatia suina (SDNS). A
SMDS é a principal doenca associada ao PCV2. Essa sindrome acomete os leitdes nas fases
de creche e crescimento e tem como sinais clinicos mais comuns a caquexia, linfoadenopatia,
dispneia, diarreia, ictericia e palidez das mucosas (CRUZ, 2010; BARBOSA et al., 2011).

O diagnostico das doencas associadas ao PCV2 é complexo pelo fato de haver varios
Orgdos e sistemas envolvidos, gerando quadros clinicos com sinais inespecificos, havendo
também um comprometimento do sistema imunoldgico, no qual pode também ocorrer
coinfec¢bes de outros agentes patogénicos que dificultam o diagndstico e compromete a
elaboracdo de programas de prevencdo e controle de tais doengas. Assim, é fundamental o
desenvolvimento e aprimoramento de ferramentas laboratoriais para auxiliar no
monitoramento e diagndéstico das PCVD (BARBOSA, 2005).

O diagndstico laboratorial de doencas infecciosas geralmente se baseia na anélise dos

produtos sanguineos, tornando necessaria a coleta de sangue e com isso seus percalgos, com
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investimentos em treinamentos especificos dos técnicos e em equipamentos especiais,
podendo ainda gerar prejuizos na coleta e na qualidade das amostras em razdo do estresse
provocado nos animais submetidos a pratica (BARBOSA, 2005; PRICKETT et al., 2008). A
amostra do fluido oral do suino é uma mistura da saliva e do transudado da mucosa oral, rica
em anticorpos (PRICKETT et al., 2008; PRICKETT; ZIMMERMAN, 2010). A coleta do
fluido oral ¢ um método recomendavel por sua simplicidade, seguranca e por favorecer o
bem-estar dos suinos, mostrando ser dessa forma uma possivel amostra bioldgica substituta
do sangue, ampliando as possibilidades de testes diagnosticos e monitoramento sanitario do
rebanho na suinocultura (BARBOSA et al., 2013).

Com base em estudos sorologicos, presume-se que infeccdo pelo PCV2 é ubiqua, ou
seja, esta presente em todo o mundo (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2005). No Brasil, 0
PCV?2 foi identificado pela primeira vez em 2000 (CIACCI-ZANELLA et al., 2003), mas
estudos retrospectivos indicam que o agente esta circulante no pais em materiais que datam de
1988 (CIACCI-ZANELLA et al., 2006), e muito mais antigos, em amostras de tecidos de
1978 (SILVA et al., 2011). Atualmente a infeccdo pelo PCV2 é endémica no Pais
(NASCIMENTO, 2009).

O PCV2 é um agente etiologico que apresenta caréncia de estudos na regido Nordeste,
visto que sua identificacdo e descri¢do de doencas associadas a ele sdo recentes no pais, além
de os estudos envolvendo o virus serem realizados, na maioria, nas regides Sul e Sudeste.
Barbosa et al. (2010) pesquisaram anticorpos contra 0 PCV2 em 353 amostras de soros de
suinos ndo vacinados oriundas de cinco estados do Nordeste (Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco e Rio Grande do Norte) e encontraram reatividade em 86,7% das amostras.
Todos os estados apresentaram amostras reativas. Essa informacdo nos mostra que o virus
esta circulante na regido Nordeste e estudos mais detalhados precisam ser realizados nos
estados para se conhecer a situacdo sanitaria dos rebanhos.

Portanto, a complexidade das doencas associadas ao PCV2 demanda pelo
desenvolvimento de novas ferramentas laboratoriais e mais opc¢des de amostras biologicas em
alternativa ao sangue para auxilio no diagndstico e monitoramento do agente na suinocultura.
Somado a esses fatores, a escassez de informacdes sobre a dindmica do virus na regido
Nordeste demanda pesquisas sobre o agente. Baseado nesses aspectos, objetivou-se estudar o
PCV2 pelas técnicas de ELISA indireto com anticorpo de captura e de gPCR em suinos

mediante amostras de soro e de FO respectivamente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Circovirus suino

2.1.1 Historico

O PCV foi descoberto em 1974, por Tischer, Rasch e Tochtermann (1974) em células
de linhagem porcine kidney — 15 (PK-15) de suinos. Por se tratar de um virus com uma Unica
cadeia de DNA, circular e com suas extremidades ligadas covalentemente, foi sugerida a
criacdo de uma familia denominada Circoviridae (TISCHER et al., 1982; SEGALES;
DOMINGO, 2002).

No Canadd, Clark (1997) apresentou a relacdo do PCV com uma doenga denominada
de postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) (em portugués: sindrome
multissistémica do definhamento de suinos — SMDS). Posteriormente, 0 genoma do PCV
associado & SDMS foi sequenciado e observou-se a existéncia de diferencas relevantes entre
os virus (HAMEL; LIN; NAYAR, 1998; SEGALES; DOMINGO, 2002). Entdo, o PCV
associado a contaminacéo de células PK-15 foi denominado de Circovirus suino-1 (PCV1) e
0 PCV associado a SMDS foi denominado de Circovirus suino-2 (PCV2) (ALLAN et al.,
1999; SEGALES; DOMINGO, 2002).

No Brasil, o PCV2 foi identificado pela primeira vez em 2000, no Laboratério de
Sanidade da Embrapa Suinos e Aves em Concérdia, Santa Catarina (CIACCI-ZANELLA et
al., 2003; CIACCI-ZANELLA, 2007; MORES, 2007). Apesar de ter sido reportado pela
primeira vez em 2000, o virus foi identificado em materiais de arquivo de 1988 (CIACCI-
ZANELLA et al., 2006) e em tecidos arquivados dos anos de 1978 e 1979 (SILVA et al.,

2011), sugerindo gue a infeccdo ja estava presente anteriormente no Brasil.

2.1.2 Agente etioldgico

O Circovirus suino (PCV) pertence a familia Circoviridae e ao genéro Circovirus. O
virus subdivide-se em dois tipos, 0 PCV1 e 0 PCV2. O PCV1 ndo é patogénico, ao contrario
do PCV2 (ALLAN; ELLIS, 2000; TODD, 2000; CIACCI-ZANELLA, 2007). Além do PCV1
e PCV2, existem mais trés Circovirus que acometem aves: 0 virus da anemia infecciosa das

galinhas (CAV), o virus da doenca das penas e bico dos psitacideos (BFDV) e o Circovirus
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dos pombos (PiCV) (ALLAN; ELLIS, 2000; TODD, 2000; CIANNI-ZANELLA et al., 2003;
MORES et al., 2007; CIANNI-ZANELLA, 2007).

O PCV é um virus, com diametro de 15 a 17nm, de simetria icosaédrica, ndo
envelopado. O DNA é de fita simples com forma circular, covalentemente fechado, com
senso positivo, tendo peso molecular de 0,56 x 106 Daltons e tem genoma com 1.760
nucleotideos. As principais regides de leitura aberta (ORF do inglés Open Reading Frame) do
PCV sdo a ORF-1 e ORF-2. Por meio da ORF-1, sdo produzidas duas proteinas com
envolvimento na replica¢do viral, a Rep ¢ Rep’. A ORF-1 € conservada entre 0 PCV1 e
PCV2, apresentando similaridade de 83% na sequéncia dos nucleotideos e 86% na sequéncia
de aminoacidos. A ORF-2 codifica uma proteina envolvida na formacdo do capsideo viral,
com grande potencial para ser utilizada na deteccdo do PCV2 (ALLAN; ELLIS, 2000;
CASTRO et al., 2007; CIACCI-ZANELLA, 2007; CRUZ, 2010). Além da ORF-1 e ORF-2, a
ORF-3 representa uma area de codificacdo de uma proteina ndo estrutural com funcao ligada
com a apoptose (LIU et al.,, 2006; FINSTERBUSCH; MANKERTZ, 2009), e mais
recentemente, a ORF-4, que tem funcdo na replicacdo viral e patogenicidade (GAO et al.,
2013). Além dessas, existem ainda outras ORFs (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12), que ainda ndo se
conhecem bem suas fungdes (CASTRO et al., 2007).

2.1.3 Epidemiologia

Estudos soroldgicos no Brasil e em outros paises indicaram que anticorpos contra o
PCV2 estdo presentes na maioria dos rebanhos suinos (rebanhos livres de patdgenos
especificos [SPF], unidades de terminacdo e criacdes de fundo de quintal), e a maior parte dos
animais se infecta ao redor da terceira e quarta semanas apés o desmame. Suideos selvagens,
como os javalis, também sdo suscetiveis a infeccdo pelo PCV2 e desenvolvem a SMDS
quando submetidos a estresse e a outros fatores de risco (CIACCI-ZANELLA, 2007; MORES
et al., 2007).

Os suinos sdo mais frequentemente afetados pela SMDS entre as 5 e 16 semanas de
idade, e a morbidade e mortalidade variam de acordo com a fase em que a doenga surge e com
0 manejo da criacdo, podendo a morbidade chegar até 70% e a mortalidade até 30%. O
principal problema da SMDS ¢é sua durag@o nos rebanhos, podendo persistir por varios meses
se medidas apropriadas de controle ndo forem adotadas. H4 um aumento de trés vezes nas

taxas de mortalidade na creche e no crescimento-terminacdo. Em alguns rebanhos, essas taxas
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retornam a normalidade dentro de alguns meses (SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004;
CIACCI-ZANELLA, 2007, MORES et al., 2007).

O PCV2 pode ser transmitido de forma horizontal ou vertical, sendo a via oronasal a
rota mais frequente de transmissdo. O PCV2 é excretado nas fezes por até treze dias apds a
infeccdo. Os Circovirus sdo muito resistentes as condicdes ambientais e aos desinfetantes.
Portanto, o contato direto ou indireto com suinos infectados, instalacfes, equipamentos,
pessoal contaminado e fémites também podem transmitir o agente (CIACCI-ZANELLA,
2007; MORES et al., 2007).

A deteccdo de PCV2 em swab nasal, tonsilar, brénquico, urinario e fecal sugere que as
vias de transmissdes podem ser as secrecOes oronasal, fecal e urinaria de animais com e sem
sinais clinicos da SMDS. No entanto, quando o animal apresenta sinais clinicos a excre¢do do
virus é mais intensa. O PCV2 foi isolado de fetos abortados no fim da gestacéo e natimortos.
Experimentos demonstraram que o virus pode causar anormalidades nos fetos em diferentes
fases da gestacdo (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2005; CASTRO et al., 2007).

A SMDS ¢ considerada uma doenca multifatorial, tendo varios fatores de riscos
infecciosos e ndo infecciosos; principalmente predisponentes ao estresse, como densidade
elevada, variacdes térmicas extremas, frio, baixa qualidade do ar, ar seco, e mistura de lotes
com idades diferentes podem exacerbar os sinais e a severidade da doenca. Nos paises onde o
virus da sindrome respiratdria e reprodutiva dos suinos (PRRSV) € endémica, a coinfeccdo
com o PRRSV foi detectada na maioria dos plantéis, exacerbando a SMDS. Outros agentes,
como o Haemophilus parasuis, até entdo pouco diagnosticados na suinocultura brasileira,
passaram a ter grande importancia ap6s o surgimento das doencas associadas ao PCV2. A
infeccdo pelo Parvovirus suino (PPV) também parece ser um importante cofator para o
agravamento da SMDS (CIACCI-ZANELLA, 2007; MORES et al., 2007).

Além da SMDS, antigenos do PCV2 estdo sendo encontrados em associacdo com as
lesbes no sistema respiratorio, em disturbios reprodutivos e/ou abortamentos em porcas,
dentre outras doencgas (ALLAN; ELLIS, 2000; CRUZ, 2010).

2.1.4 Doencas associadas ao Circovirus suino-2
Vérias doencas estdo associadas ao PCV2, sendo denominadas de PCVD (do inglés,

porcine circovirus diseases). Segalés (2012) classifica tais doencas em Infec¢do Subclinica e

Infeccdo Clinica.
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2.1.4.1 Infeccdo subclinica

Com base em estudos soroldgicos, presume-se que a infec¢do pelo PCV2 é ubiqua em
todo 0 mundo enquanto a prevaléncia da doenca clinica é muito menor. A forma mais comum
de manifestacdo PCV2 é a infeccdo subclinica. Mesmo sem sinais clinicos aparentes, as
perdas nos indices zootécnicos sdo perceptiveis — ganho de peso, conversao alimentar,
condicdo corporal, peso de carcaga, etc. (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2005; SEGALES,
2012).

2.1.4.2 Infeccgdo clinica

Varias sindromes clinicas tém sido associadas a infec¢do pelo PCV2. A mais bem
descrita € a SMDS, que é classificada como doenca sistémica. Outras condi¢bes patoldgicas
foram a sindrome da dermatite e nefropatia suina, distarbios reprodutivos, pneumonia
proliferativa e necrosante, doengas respiratérias e digestivas. Essas doencas foram
denominadas doencas associadas ao Circovirus (PCVD, do inglés porcine circovirus
diseases).

a) Doenca sistémica — a SMDS ¢ a sindrome mais bem detalhada das PCVD. O PCV2,
geralmente, infecta os suinos com cinco a dezesseis semanas de idade, frequentemente pela
via oronasal. O virus infecta células do sistema imunoldgico, como macréfagos, linfocitos e
células dendriticas, e é capaz de replicar em varios tipos celulares, preferencialmente em
células com divisédo ativa. Apos a infeccdo e replicacdo em células do sistema imunoldgico, o
PCV2 produz viremia e se dissemina sistemicamente no organismo. Pela incapacidade do
animal infectado desenvolver uma resposta imunoldgica efetiva, 0 PCV2 pode infectar células
em varios Orgaos, produzir lesdes e, assim, agravar o quadro clinico. Um desequilibrio das
substancias mediadoras da imunidade, morte de linfocitos e falhas na reposicdo de células
linféides colaboram para essa imunodeficiéncia. Ainda ndo estd claro por que apenas uma
parcela dos leitdes infectados desenvolve a doenca. A explicacdo pode estar relacionada com
a presenca de cofatores infecciosos e ndo infecciosos, que sdo responsaveis pelo aumento dos
niveis de replicacio do PCV2 nos suinos com SMDS (CIACCI-ZANELLA, 2007; MORES et
al., 2007).

Do ponto de vista clinico, trés fatores principais sdo sugeridos para explicar a grande
variacdo no numero de animais afetados por lote: o efeito individual, o efeito leitegada e o

efeito manejo (fatores de risco). O efeito individual € decorrente da genética individual do
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animal e sua capacidade de responder adequadamente as infeccdes. O efeito leitegada sugere
um importante papel da matriz como possivel reservatorio do virus e/ou na transferéncia de
imunidade passiva aos leitdes. O efeito manejo ou fatores de risco causadores de estresse,
como densidade elevada, ambiente inadequado, baixa qualidade do ar, da agua e da ragéo,
mistura de leitdes de procedéncia e idades diferentes, falhas na limpeza/desinfeccdo e a ndo
realizacéo de vazio sanitario sdo muito importantes (CIACCI-ZANELLA, 2007).

Os sinais clinicos que sdo observados em leitdes infectados sdo o emagrecimento
rapido e progressivo, apatia, anorexia, o pelo opaco, dispneia, conjuntivite, palidez e ictericia
da pele e mucosas, sinais de pneumonia, diarreia e caquexia (CIANNI-ZANELLA, 2007;
MORES et al., 2007).

b) Doenca respiratoria — o disturbio caracteriza-se por crescimento vagaroso e
irregular, reducdo no consumo alimentar, alta conversdo alimentar, tosse e pneumonia,
acometendo leitdes entre dezesseis e vinte semanas de idade. O principal sinal clinico é a
dificuldade respiratdria, sendo um sinal clinico facilmente presente na doenca sistémica. Os
principais patdgenos envolvidos no desenvolvimento desse quadro séo o Virus da Sindrome
Respiratoria e Reprodutiva Suina (PRRSV) e o Mycoplasma hyopneumoniae. No entanto,
outros agentes, também, foram detectados em surtos, dentre eles o0 PCV2 (CASTRO et al.,
2007; MORES, 2010; SEGALES, 2012).

c) Doenca digestiva — o principal sinal clinico é a diarreia, levando o animal a
diminuigdo da taxa de crescimento, aumento da conversdo alimentar, emagrecimento, sinais
também presentes na doenca sistémica (SEGALES, 2012).

d) Doenca reprodutiva — as granjas acometidas apresentam taxas elevadas de
abortamento, fetos mumificados e leitdes natimortos. O PCV2 ¢ detectado nos tecidos fetais e
em lesBes cardiacas de leitdes com miocardites mediante técnicas de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR), imuno-histoquimica e isolamento viral (CASTRO et al., 2007; SEGALES,
2012).

e) Sindrome da Dermatite e Nefropatia Suina (SDNS) — suinos afetados com a SDNS
sdo clinicamente anoréxicos e deprimidos. Eles podem apresentar prostracéo, relutancia em se
mover e/ou exibir andar rigido. O sinal mais evidente é a presenca de maculas e pépulas
vermelhas-para-roxo irregulares na pele, principalmente sobre os membros posteriores e a
area perineal, mas, por vezes, mais geralmente distribuidas. Com o tempo, as lesfes tornam-se
cobertas por crostas escuras. A SDNS pode afetar suinos na creche, em crescimento e 0s
animais adultos. A mortalidade pode chegar a 100% em suinos com mais de trés meses de

idade, e aproximadamente 50% nos animais mais jovens afetados de forma aguda tendem a
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morrer dentro de alguns dias ap0s o inicio dos sinais clinicos; suinos sobreviventes tendem a
se recuperar e ganhar peso em sete ou dez dias apés o inicio da sindrome (BRITO et al., 2002;
SEGALES, 2012).

2.1.5 Diagnostico

Pelo fato de a SMDS cursar com sinais variados e produzir imunossupressao que
predispde a ocorréncia de outras doencgas, o diagnostico deve ser embasado em trés aspectos:
os sinais clinicos (emagrecimento progressivo, problemas respiratérios e/ou diarreia); lesdes
(macroscopicas: aumento de volume de linfonodos, hipotrofia do timo e consolidacdo
pulmonar com pulmdes ndo colabados e microscopicas: deplecdo de linfocitos nos linfonodos
e baco, infiltracdo de histiécitos, pneumonia intersticial. A presenca de corplsculos de
inclusdo basofilicos no citoplasma de macréfagos tem valor diagndstico limitado, pois
aparece somente em cerca de 30% dos casos); e achados laboratoriais — métodos diretos ou
indiretos (CIACCI-ZANELLA, 2007).

O diagnostico laboratorial da infeccdo por PCV2 pode ser realizado mediante métodos
diretos (Isolamento Viral e técnicas de Biologia Molecular). O diagndstico pela técnica de
Isolamento Viral é feito por meio de amostras de pulmdo, amidala, timo, baco, ileo,
linfonodos, figado e rim de animais suspeitos. Nesse caso, culturas celulares de rim de suino
PK-15 ndo infectadas com PCV-1. As técnicas de imunofluorescéncia ou imunoperoxidase
sdo realizadas para a confirmacdo do isolamento, pois o0 agente ndo produz efeito citopatico
nos cultivos celulares. Diante das dificuldades associadas a técnica de Isolamento Viral, tém-
se priorizado estudos com técnicas de diagndsticos que visam a deteccdo de antigenos ou
DNA viral, tais como as ferramentas de biologia molecular (ALLAN; ELLIS, 2000;
CASTRO et al., 2007).

A hibridizacdo in situ baseia-se na utilizacdo de sondas de &cidos nucléicos, com ou
sem marcadores radioativos, para localizar sequéncias especificas de DNA/RNA em tecidos
ou células. Essa tecnica foi utilizada para detectar PCV2 em lesfes histoldgicas da SMDS,
inclusive em tecidos em parafina, permitindo a realizacdo de estudos retrospectivos
(SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004; CASTRO et al., 2007).

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e considerada uma importante ferramenta
laboratorial para a identificagio do PCV. Novas variacbes do PCR vém aumentando a
sensibilidade e especificidade da técnica, como a Multiplex — PCR (LAROCHELLE et al.,
1999), Nested-PCR (NPCR) (KIM et al., 2001) e NPCR em Unico Tubo (STNPCR)
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(PONTES et al., 2014). Pelo fato de a carga viral do PCV estd sendo relacionada com a
severidade clinica das doencas associadas ao virus, técnicas quantitativas, como a PCR
quantitativa em tempo real (qPCR), estdo sendo cada vez mais utilizadas. Essa ferramenta se
mostra mais pratica, mais sensivel, mais segura contra contaminacdo e mais confiavel que a
técnica convencional, podendo auxiliar no diagnéstico e no estudo da dindmica da doenca in
vivo, como também em monitoria sanitaria de rebanhos (OLVERA et al., 2004; CRUZ, 2006;
MCINTOSH et al., 2009; SEGALES, 2012; LI; KAWASHIMA; KATSUDA, 2016).

Técnicas laboratoriais tém sido utilizadas também para a deteccéo de anticorpos contra
PCV2 no soro de suinos, dentre elas, as mais utilizadas sdo a técnica de imunofluorescéncia
indireta (IFI) e a técnica imunoperoxidase em monocamada (IPMA) (ALLA; ELLIS, 2000;
CASTRO et al.,, 2007; CRUZ, 2010). Essas ferramentas sé@o bastante laboriosas em seu
preparo e desenvolvimento, necessitando de profissionais bem treinados. Porém, a técnica do
ELISA (“Enzyme-linked immunosorbent assay””) vem desenvolvendo-se e sendo cada vez
mais utilizadas para esse fim, mostrando-se mais rapida, simples, de menor custo, com alta
sensibilidade e especificidade, sendo mais favoravel a pesquisa em grande escala (CASTRO
etal., 2007; CRUZ, 2010; PILERI et al., 2014).

Diversas amostras bioldgicas vém sendo utilizadas em testes laboratoriais, sangue
total, soro, secrecdo nasal, fezes, sémen, tecidos (pulméo, baco, nédulos linfaticos, figado,
dentre outros) e o fluido oral (FO) (CIACCI-ZANELLA et al.,, 2006; CRUZ, 2010;
PRICKETT; ZIMMERMAN, 2010; PONTES et al., 2014). O FO € o termo utilizado para
nomear o liquido incolor e viscoso presente na cavidade oral dos seres humanos e nos
animais. Trata-se de uma mistura complexa, que contém saliva e outros fluidos provenientes
dos capilares sanguineos presentes na mucosa oral e tecido gengival. O FO vem sendo
utilizado em diversas areas da Salde, apresentando-se como uma técnica ndo invasiva, segura,
pratica e de baixo custo (HODINKA et al., 1998; KAUFMAN; LAMSTER, 2002; DELIMA,
VAN DIKE, 2003; PRICKETT; ZIMMERMAN, 2010; BADIYANI; KUMAR; MARU,
2013). Na Medicina Veterinaria, a utilizacdo do FO propicia uma diminui¢do do estresse
favorecendo o bem-estar animal. A coleta do FO pela técnica das cordas de algoddo € um
processo simples, ndo invasivo e de baixo custo, pois é facilitada pelo comportamento natural
do suino (ZIMMERMAN, 2012; BARBOSA et al., 2013; SCHAEFER et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar o Circovirus suino-2 (PCV2) pelas técnicas de ELISA indireto com anticorpo

de captura e PCR em tempo real em suinos.

3.2 Objetivos especificos

e Detectar a presenca de anticorpos para o Circovirus suino-2 (PCV2) em amostras

de soro pela técnica de ELISA indireto com anticorpo de captura;

e Detectar a presenca do Circovirus suino (PCV) em amostras de fluido oral pela

técnica de PCR em tempo real.



20

REFERENCIAS

ALLAN, G. M. et al. Experimental reproduction of severe wasting disease by co-infection of
pigs with porcine circovirus and porcine parvovirus. Journal of Comparative Pathology, v.
121, p. 1-11, 1999.

ALLAN, G. M.; ELLIS, J. A. Porcine circoviruses: a review. Journal of Diagnostic
Investigation, v. 12, p. 3-14, 2000.

BADIYANI, B.; KUMAR, A.; MARU, V. P. Role of saliva in dental practice: a review.
Research and Reviews: Journal of Dental Sciences, v. 1, n. 1, p. 1-6, 2013.

BARBOSA, C. N. Circovirus suino tipo-2 em suideos brasileiros: detec¢do viral pela
imunoistoquimica e estudos soroldgicos. 2005. 96 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria, Minas Gerais, 2005.

et al. Serological survey on porcine circovirus type 2 (PCV2) in commercial swine
farms located in the Northeastern States of Brazil. In: INTERNATIONAL PIG
VETERINARY SOCIETY CONGRESS, 21., 2010, Vancouver, Canada. Anais... Vancouver:
IPVS, 2010. p. 336.

et al. Pesquisa de antigenos e anticorpos contra Circovirus suino Il em suinos com e
sem sintomatologia da sindrome multisistémica do definhamento em granjas comerciais
mineiras. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 32, n. 4, p. 1513-1526, 2011.

et al. Aplicacdo da metodologia de coleta do fluido oral em suinos mesticos.
Medicina Veterinaria, Recife, v. 7, n. 3, p. 32-38, 2013.

BRITO, L. P. B. et al. Sindrome da dermatite e nefropatia suina. In: SOBESTIANSKY, J. et
al. (Ed.). Circovirose suina e circovirus suino. Goiania, GO: [s. n.], 2002. p. 44-51.

CARRNO, K. de F. Diagnéstico de Mycoplasma hyopneumoniae e Circovirus suino tipo 2
em tecidos pulmonar, renal e linféide e de Leptospira spp. em suinos abatidos sob
inspecdo sanitaria. 2012. 153 f. Tese (Doutorado em Higiene Veterinaria e Processamento
Tecnologico de Produtos de Origem Animal) — Universidade Federal Fluminense, Niteroi, RJ,
2012.

CASTRO, A. M. M. G. et al. Circovirus suino tipo 2 (PCV-2). Arquivos do Instituto
Biologico, Séo Paulo, v. 74, n. 3, p. 281-291, 2007.

CIACCI-ZANELLA, J. R. Circoviridae. In: FLORES, E. F. (Org.). Virologia veterinaria.
Santa Maria: ed. da UFSM, 2007. cap. 13, p. 361-374.

et al. Estudo da ocorréncia de circovirus suino tipo 2 (PCV2) em suinos vivos ou em
materiais com suspeita clinica de circovirose suina enviados para o diagndstico. Comunicado
Técnico, Ministério da Agricultura, Concordia (SC), n. 339, dez. 2003.

et al. Identificacdo do circovirus suino tipo 2 por reacdo em cadeia da polimerase e
por imunoistoquimica em tecidos suinos arquivados desde 1988 no Brasil. Ciéncia Rural,
Santa Maria, v. 36, n. 5, p. 1480-1485, 2006.



21

CLARK, E. G. Post weaning multisystemic wasting syndrome. Proceedings American
Association of Swine Practice, v. 28, p. 499-501, 1997.

CRUZ, T. F. da. Quantificacdo do circovirus suino e sua correlacdo com o ganho de peso
de leitdes. 2006. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2006.

Padronizacdo e aplicacdo da técnica de ELISA (“Enzyme-linked
immunosorbent assay”) indireto com anticorpo de captura para a deteccio de
anticorpos contra o circovirus suino tipo 2. 2010. 87 f. Tese (doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP, 2010.

DELIMA, A. J.; VAN DYKE, T .E. Origin and function of the cellular components in
gingival crevice fluid. Periodontology 2000, Copenhagen, v. 31, p. 55-76, 2003.

FERREIRA, A. S.; SILVA, F. C. de O. Suinocultura com foco na agricultura familiar.
Informe Agropecuario: tecnologias para a agricultura familiar: producdo animal, Belo
Horizonte, v. 31, n. 256, p. 78-84, 2010.

FINSTERBUSCH, T.; MANKERTZ, A. Porcine circovirus-small but powerful. Virus
Research, v. 143, n. 2, p. 177-183, 2009.

GAO, Z. et al. Identification and characterization of two novel transcription units of porcine
Circovirus 2. Virus Genes, v. 47, p. 268-275, 2013.

HAMEL, A. L.; LIN, L. L.; NAYAR, G. P. S. Nucleotide Sequence of Porcine Circovirus
Associated with postweaning multisystemic wasting syndrome in pigs. Journal of Virology
V. 72,n. 6, p. 5262-5267, 1998.

HODINKA, R. L.; NAGASHUNMUGAM, T.; MALAMUD, D. Detection of human
immunodeficiency virus antibodies in oral fluids. Clinical and Diagnostic Laboratory
Immunology, Washington DC, v. 5, n. 4, p. 419-426, 1998.

JALFIM, F. T. Agroecologia e agricultura familiar em tempos de globalizacéo: o caso dos
sistemas tradicionais de criacdo de aves no semi-arido brasileiro. Recife: Ed. do Autor, 2008.
160 p.

KAUFMAN, E.; LAMSTER, |. B. The diagnostic applications of saliva: a review. Oral
Biology & Medicine, Alexandria, v. 13, n. 2, p. 197-212, 2002.

KIM, J. et al. Differentiation of porcine circovirus (PCV)-1 and PCV-2 in boar semen using a
multiplex nested polymerase chain reaction. Journal of Virological Methods, v. 98, p. 25-
31, 2001.

LAROCHELLE, R. et al. Typing of porcine circovirus in clinical specimes by multiplex PCR.
Journal of Virololgical Methods, v. 80, n. 1, p. 69-75, 1999.

LI, Y.; KAWASHIMA, K.; KATSUDA, K. Correlation of viral load with lesion severity in
field pigs affected with porcine circovirus type 2. African Journal of Agricultural
Research, v. 11, n. 3, p. 192-198, 2016.



22

LIU, J. et al. The ORF3 protein of porcine circovirus type 2 is involved in viral pathogenesis
in vivo. Journal Virology, v. 80, n. 10, p. 5065-5073, 2006.

MCINTOSH, K. A. et al. Development and validation of a SYBR green real-time PCR for the
quantification of porcine circovirus type 2 in sérum, buffy coat, feces and multiple tissues.
Veterinary Microbiology, v. 133, p.23-33, 20009.

MIRANDA, C. R. de. Aspectos ambientais da suinocultura brasileira. In: SEGANFREDO, M.
A. (Ed.). Gestdo ambiental na suinocultura. Brasilia, DF: Embrapa Informagdes
Tecnologicas, 2007. cap. 1, p. 13-36.

MORES, M. A. Z. Pneumonias em suinos. In: ALBERTON, G. C.; ZOTT]I, E. (Org.) Topicos
em sanidade e manejo suinos. Campinas, SP: Sanphar, 2010. p. 13-82.

MORES, N. et al. Circovirose suina. In: SOBESTIANSKY, J.; BARCELLOS, D. (Ed.).
Doencas dos suinos. Goiania, GO: Canone Editorial, 2007. p. 213-225.

NASCIMENTO, J. A. F. B. Analise filogenética do circovirus suino do tipo 2 no Brasil.
2009. 127 f. Tese (doutorado em Ciéncia Animal) — Escola de Veterinaria, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 20009.

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

PILERI, E. et al. Comparison of the immunoperoxidase monolayer assay and three
commercial ELISAs for detection of antibodies against porcine circovirus type 2. The
Veterinary Journal, v. 201, n. 3, p. 429-432, 2014

PONTES, N. E. et al. Development and evolution of Single-tube Nested PCR (STNPCR) for
the detection of Porcine circovirus type 2 (PCV2). Transboundary and Emerging Diseases,
v.. 61, n. 3, p. 233-238, jun. 2014.

PRICKETT, J. R. et al. Oral-fluid sampels for suveillance of comercial growing pigs for
procine reproductive and respiratory syndrome virus and porcine circovirus type 2 infections.
Journal of Swine Health and Production, v.1, p. 86-91, 2008.

PRICKETT, J. R.; ZIMMERMAN, J. J. The development of oral fluid-based diagnostics and
application in veterinary medicine. Animal Health Research Reviews, Wallingford, v. 11, n.
2, p. 207-216, 2010.

SCHAEFER, R. et al. Orientacbes para o diagnostico de influenza em suinos. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, v. 33, p. 61-73, 2013.

SEGALES, J. Porcine circovirus type 2 (PCV2) infections: clinical signs, pathology and
laboratory diagnosis. Virus Research, v. 164, p. 10-19, 2012.

: DOMINGO, M. Circovirose suina e circovirus suino. In: SOBESTIANSKY, J. et al.
(Ed.). Circovirose suina e circovirus suinos. Goiania, GO: [s. n.], 2002. p. 29-33.



23

SEGALES, J.; ROSELL, C.; DOMINGO, M. Pathological findings associated with naturally
acquired porcine circovirus type 2 associated disease. Veterinary Microbiology, v.98, p.137-
149, 2004.

; ALLAN, G. M.; DOMINGO, M. Porcine Circovirus diseases. Animal Health
Research Reviews, v. 6, n. 2, p. 119-142, 2005.

SILVA, F. M. F. da. et al. Retrospective study on porcine circovirus-2 by Nested PCR and
real time PCR in archived tissues from 1978 in Brazil. Brazilian Journal of Microbiology,
n. 42, p. 1156-1160, 2011.

SOBESTIANSKY, J. Sistema intensivo de producéo de suinos: programa de biosseguranca.
Goiania, GO: Ed. do Autor, 2002. 107 p.

TISCHER, 1.; RASCH, R.; TOCHTERMANN, G. Characterization of papovavirus and
picornavirus-like particles in permanent pig kidney cell lines. Zentralblatt fur
Bakteriologie, Abt. 1 Originale A, v. 226, p. 153-167, 1974.

TISCHER, I. et al. A very small porcine virus with circular single-stranded DNA. Nature, V.
295, n. 5844, p. 64-66, 1982.

TODD, D. Circoviruses: Immunosuppressive threats to avian species: a review. Avian
Pathology, v. 29, n. 5, p. 373-394, 2000.

TRUJILLO, R. G. Los animals en los sistemas agroecoldgicos. La Habana (Cuba): Pan para
el Mundo, 1996. 100 p.

ZIMMERMAN, J. Monitorando doencas infecciosas em planteis de suinos por meio de
amostras de fluidos orais. Suinos & CIA, n. 44, p. 26-31, 2012.



24

4 ARTIGOS CIENTIFICOS

4.1 Artigo 1

Deteccao de anticorpos contra o Circovirus suino-2 (PCV2) em soros de suinos pela

aplicacéo da técnica do ELISA indireto com anticorpo de captura

Resumo: O Circovirus suino (PCV) pertence a familia Circoviridae e ao genéro Circovirus.
O virus subdivide-se em dois tipos, o Circovirus suino-1 e o Circovirus suino-2, PCV1 e
PCV2 respectivamente. O PCV2 esta entre os patdgenos de maior relevancia sanitaria na
suinocultura. As técnicas laboratoriais mais utilizadas na detec¢do de anticorpos contra PCV2
sdo a imunofluorescéncia indireta (IFI) e a imunoperoxidase em monocamada (IPMA).
Porém, a técnica do ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) vem desenvolvendo-se e
sendo cada vez mais aplicada pelo fato de ser mais rapida, simples, com alta sensibilidade e
especificidade, sendo favoravel a pesquisa em grande escala. Em fungdo do exposto,
objetivou-se detectar a presenca de anticorpos para o PCV2 em amostras de soro de suinos,
pela técnica do ELISA indireto com anticorpo de captura. As coletas realizaram-se no
Abatedouro Municipal da cidade de Paulista, localizado na Regido Metropolitana do Recife,
estado de Pernambuco. Coletaram-se 74 amostras de soro. Do ndmero total de amostras
analisadas, tiveram o indice do ELISA 14 (18,92%), considerado baixissimo, baixo 13
(17,57%), moderado 11 (14,86%) e alto 36 (48,65%). Concluiu-se que a ocorréncia de
anticorpos contra o PCV2 encontrado nas amostras pesquisadas sugere que esse virus esta
circulante no estado de Pernambuco. Este estudo traz argumentos para a aplicagdo do ELISA
em pesquisas soroldgicas e também a necessidade de mais estudos de prevaléncia desse
agente patogénico nos rebanhos de suinos do estado de Pernambuco.

Palavras-chave: Anticorpo, Circovirose, Diagnéstico, Sorologia, Suino.

Application of capture antibody from an indirect ELISA for the detection of antibodies

in Porcine circovirus — 2 (PCV2) in swine sera

Abstract: The porcine circovirus (PCV) belongs to the Circoviridae family and Circovirus
genus. The virus is subdivided into two types, porcine circovirus-1 and porcine circovirus-2,
PCV1 and PCV2, respectively. PCV2 is among the pathogens that cause greatest concern
with regard to health in pig farming. The laboratory techniques that are most often used in the
detection of antibodies against PCV2 are indirect immunofluorescence (IFI) and
immunoperoxidase monolayer assay (IPMA). However, ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) is a technique that is increasingly being applied, because it is faster
and simpler, as well as having a high degree of sensitivity and specificity. Thus research has
been conducted on a large scale and achieved positive results. The aim of this study was to
evaluate the presence of PCV2 antibodies by antibody capture from indirect ELISA in swine
sera from a slaughterhouse in Pernambuco State. Samples were collected from the Municipal
Slaughterhouse of the town of Paulista, located in the metropolitan district of Recife,
Pernambuco State. 74 serum samples were collected. The total number of samples analyzed
can be subdivided as follows: 14 (18.92%) of those in the ELISA index were considered to be
very low, 13 (17.57%) low, 11 (14.86%) moderate and 36 (48.65%) high. It can be concluded
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that the high incidence of antibodies against PCV2 found in the samples surveyed, suggests
that this virus is spreading in the State of Pernambuco. This study provides a strong argument
for the application of ELISA serological tests and also shows the need for more studies to be
carried out on the prevalence of this pathogen in herds of swine in Pernambuco State.

Keywords: Antibody. Circovirosis. Diagnostics. Serology. Swine.

INTRODUCAO

O Circovirus suino (PCV) € um virus ndo envelopado, com diametro de 15 a 17 nm,
de simetria icosaédrica. Seu DNA ¢ de fita simples com forma circular, covalentemente
fechado, com senso positivo, tendo peso molecular de 0,56 x 106 Daltons e tem genoma com
1.760 nucleotideos. O PCV pertence a familia Circoviridae e ao género Circovirus. O PCV
subdivide-se em dois tipos virais, o Circovirus suino-1 e o Circovirus suino-2, PCV1 e PCV2
respectivamente. O PCV1 ndo € patogénico, sendo contaminantes de células de linhagem
(PK-15), ao contrario do PCV2, que é patogénico (ALLAN; ELLIS, 2000; TODD, 2000;
CASTRO et al., 2007; CIACCI-ZANELLA, 2007).

Atualmente 0 PCV2 esta entre os patdgenos de maior relevancia na suinocultura pelo
seu impacto negativo na producdo, gerando grandes perdas econémicas (FERREIRA; SILVA,
2010; CARRIO, 2012). Vérias doengas estdo associadas ao PCV2, sendo denominadas de
PCVD (do inglés, porcine circovirus diseases). Segalés (2012) classifica tais doencas em
Infeccdo Subclinica, na qual os suinos apresentam perdas produtivas sem a presenca de sinais
clinicos e a Infeccdo Clinica, com uma variedade de distarbios: Doenca Sistémica —
emagrecimento progressivo e refugagem em leitdes, onde se encaixa a sindrome
multissistémica do definhamento dos suinos (SMDS). Doengas Respiratdrias — associadas
principalmente a pneumonia proliferativa e necrosante (PPN). Doencas Digestivas —
associadas a enterites. Doencgas reprodutivas — causando falhas reprodutivas, e a sindrome da
dermatite e nefropatia suina (SDNS). A SMDS ¢ a principal doenca associada ao PCV2. Essa
sindrome acomete os leitdes nas fases de creche e em crescimento. Tem como sinais clinicos
mais comuns a caquexia, linfoadenopatia, dispneia, diarreia, ictericia e palidez das mucosas
(CRUZ, 2010; BARBOSA et al., 2011).

As técnicas laboratoriais mais utilizadas na detec¢do de anticorpos contra PCV2 no
soro de suinos sdo a imunofluorescéncia indireta (IF1) e a imunoperoxidase em monocamada,
IPMA (ALLAN; ELLIS, 2000; CASTRO et al., 2007; CRUZ, 2010). Essas ferramentas sao
bastante laboriosas em seu preparo e desenvolvimento, necessitando de profissionais bem

treinados, porém, a técnica do ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) vem
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desenvolvendo-se e sendo cada vez mais utilizada para esse fim, mostrando-se mais rapida,
simples, com alta sensibilidade e especificidade, sendo mais favoravel a pesquisa em grande
escala (WALKER et al., 2000; CASTRO et al., 2007; CRUZ, 2010; PILERI et al., 2014).
Contudo, as pesquisas de anticorpos para 0 PCV2 envolvendo a técnica do ELISA ainda séo
escassas.

Walker et al. (2000) desenvolveram um sistema de ELISA competitivo baseado em
anticorpo monoclonal especifico para PCV2. Nawagitgul et al. (2002) descreveram o
desenvolvimento de dois métodos de ELISA para a detec¢do de anticorpos anti-PCV2, um
utilizando como antigeno suspenséo viral oriunda de células infectadas com PCV2 (ELISA-
PCV2) e o outro ELISA baseado no uso de uma proteina recombinante da regido ORF-2 do
PCV2 (ELISA-ORF-2). Blanchard et al. (2003) desenvolveram um ELISA indireto por meio
de uma proteina do capsideo viral codificada pela ORF-2 do PCV2, expressada por um
baculovirus recombinante em cultivo celular. Na China, Yang et al. (2008) utilizaram um
ELISA para a pesquisa de anticorpos contra a PCV2 em amostras de soro de suinos e
encontrou uma soroprevaléncia de 40%. A técnica do ELISA também foi utilizada por Pozzi
et al. (2008) em anélises patoldgica e molecular para comprovar o envolvimento do PCV2 em
leitbes com sinais de refugagem em trés rebanhos em Israel. No Brasil, Cruz (2010)
padronizou a técnica do ELISA indireto com anticorpo de captura em amostras proveniente de
matrizes e em diferentes fases das respectivas leitegadas para a avaliagdo dos niveis de
soroldgicos do PCV2.

O PCV2 foi identificado e descrito no Brasil em 2000. Ainda ndo se sabe ao certo a
prevaléncia dessa doenca na suinocultura brasileira, mas o virus pode estar circulante nas
criacbes (CIACCI-ZANELLA; MORES, 2000). As pesquisas soroldgicas devem ser
realizadas em rebanhos com ou sem a presenca de doencgas associadas ao PCV2.

Estudos soroldgicos ajudardo na compreensao sobre a circulacdo e dinamica do virus,
as possiveis formas de transmissao, a soroconversdo dos anticorpos nos leitbes e sobre os
melhores periodos para a vacinagdao (CASTRO et al., 2007; CRUZ, 2010). Partindo desses
aspectos, objetivou-se detectar a presenca de anticorpos para 0 PCV2 em amostras de soro de

suinos pela técnica do ELISA indireto com anticorpo de captura.
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MATERIAIS E METODOS

Descrigdo da area estudada

O estado de Pernambuco situa-se na parte centro-leste da regido Nordeste do Brasil,
ocupando uma area de 98.281 kmz, limitando-se ao norte com os estados da Paraiba e do
Ceard, a leste com o Oceano Atlantico, ao sul com os estados de Alagoas e Bahia e a oeste
com o estado do Piaui. Pernambuco divide-se em quatro regifes: a Regido Metropolitana do
Recife (RMR), que envolve a capital e cidades vizinhas, a Zona da Mata, mais proxima ao
litoral, o Agreste, area de transicdo para a regido semiarida do estado e o Sertdo, onde
predomina o clima semiarido e o bioma da caatinga (UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA, 2013).

Obtencédo dos espécimes soroldgicos

As coletas realizaram-se no Abatedouro Municipal da cidade de Paulista, localizado
no bairro de Artur Lundgren Il, na RMR, no periodo de junho a novembro de 2014.
Coletaram-se 74 amostras. As amostras foram obtidas de maneira aleatéria de acordo com a
rotina do abatedouro.

A obtencdo do sangue realizou-se durante o processo de sangria dos suinos nos
abatedouros, seguindo-se a recomendacao da Instrucdo Normativa n.°3/2000 (Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento, MAPA). A sangria ocorreu posteriormente ao periodo
de descanso e insensibilizacdo, pelo método da eletronarcose, com 0s animais Suspensos
verticalmente. O sangue foi coletado com o auxilio de um copo descartavel de plastico (150
ml), sendo imediatamente transferido para um tubo vacutainer (6 ml) especifico para
coagulacdo com identificacdo da amostra. Apés a coleta, os tubos foram acondicionados em
uma caixa de isopor isotérmica e encaminhados ao Laboratdrio de Biotécnicas Aplicadas
Reprodugdo Animal no Departamento de Medicina Veterinaria (DMV) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Permaneceram em descanso por doze horas em
temperatura ambiente para a separa¢do do soro e do coagulo. Apds esse periodo, o soro das
amostras foram transferidos para tubos de polipropileno devidamente identificados, sendo em
seguida acondicionados sob temperatura de -20°C. Posteriormente, as amostras de soro foram
descongeladas e centrifugadas. Em seguida, os soros foram armazenados em temperatura de -

20°C para analises posteriores.
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Analise soroldgica

A andlise soroldgica realizou-se no Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu. Foi aplicada a técnica de ELISA indireto com
anticorpo de captura para a deteccdo de anticorpos contra o PCV2, segundo a metodologia
desenvolvida por Cruz (2010).

As microplacas utilizadas para o ELISA foram de 96 cavidades de fundo chato, da
marca Nunc (Maxisorp — certificadas). Para a diluicdo dos soros, teste e soro/plasma de
referéncia negativa e positiva foram realizados em microplacas rigidas de fundo em “U”
previamente tratadas. Inicialmente houve a etapa de adsorcéo da IgG na microplaca de ELISA
e paralelamente os soros teste e soros/plasma de referéncia foram tratados na microplaca de
fundo em “U”. Apds a adsorg¢do do anticorpo de captura, realizou-se a etapa de blogueio de
“ruidos”. Em seguida, o antigeno PCV2 e o controle sem antigeno foram diluidos e tratados
apos cinco lavagens com PBST, procedeu-se a transferéncia dos soros teste e soro/plasma de
referéncia para a microplaca de ELISA. Em cada microplaca, os soro/plasmas de referéncia
negativa e positiva também foram testados em duplicatas contra o antigeno PCV2 e controle
sem antigeno (PBST). O conjugado imunoenzimatico 1gG de coelho anti-lgG de suino
conjugado com peroxidase (Sigma) foi preparado na diluicdo 1:5000 com PBST e 10% de
LPD. Depois, a microplaca foi lavada e a solugdo do substrato enzimatico (2,5 uL. de H202 a
30%) com o cromogeno (100 pL do TMB a 10 mg/mL em DMSO) foi diluida em 10 mL do
Tampdao Citrato/Acetato 0,1 mol/L pH 6,0. A microplaca foi mantida sob agitacdo constante
por quinze minutos em TA. A reacdo colorimétrica foi bloqueada com a solu¢do de HCI 2M
no volume de 50 pl/cavidade, e a leitura das D.O. realizou-se em um comprimento de onda
de 450 nm (Multiskan EX — Labsystems) contra um branco onde foi colocado apenas o
substrato e o bloqueador da reacao colorimétrica.

O indice ELISA (IE) foi calculado para cada soro teste, apés a subtracdo da média da
D.O. encontrada para o controle sem antigeno (PBST) da media da D.O. obtida para o
antigeno PCV2. Sua interpretacdo foi realizada de acordo com o Quadro 1; consideraram-se
positivas as amostras que tiveram o IE > 0,2 (baixo, moderado e alto). Para as duplicatas dos
soros teste, consideraram-se satisfatorias aquelas que apresentavam um desvio-padrdo menor

que 0,2. Assim, a seguinte formula foi utilizada para o célculo do IE:
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IE=X-AB-A X = média das D.O. obtidas de cada soro teste ap0s a subtracdo da
média da D.O. do controle sem antigeno da média da D.O. do
antigeno PCV2.

A = média das D.O. obtidas do soro/plasma de referéncia negativa.
B = média das D.O. obtidas do soro/plasma de referéncia positiva.

Quadro 1. Valores para interpretacéo do indice ELISA

Valor IE Interpretacéo | Interpretacéo Il
<0,2 Baixissimo nivel de anticorpos N&o protetor
0,2a<0,5 Nivel de anticorpos baixo Baixa protecédo
0,5a<0,8 Nivel de anticorpos moderado Boa protecéo
>0,8 Nivel de anticorpos alto Otima protecéo

Fonte: Cruz (2010).

Andlise estatistica

Realizou-se uma analise descritiva dos dados do Indice ELISA. Para cada categoria
(baixissimo, baixo, moderado e alto), foi calculada a média, o desvio padrédo e o coeficiente de

variacdo, além de terem sido construidos intervalos para 95% de confianca.

RESULTADOS

Os resultados das 74 amostras de soro estdo apresentados na tabela de frequéncia com
0s respectivos intervalos de confianca para predicdo das frequéncias populacionais (Tabela 1).
O Gréfico 1 oferece uma ideia esquematica da frequéncia relativa quanto as categorias no
estudo.

Dentre as 14 amostras com IE considerada baixissima (< 0,2), os resultados variaram
entre 0,01 até 0,19; nas 13 com IE baixo (0,2 a < 0,5), a variacgdo foi entre 0,21 a 0,45; nas 11
consideradas moderada (0,5 a < 0,8); os IE variaram de 0,58 a 0,76, e dentro das 36 amostras
com IE consideradas alta (> 0,8), os IE estiveram entre 0,81 a 1,04.
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Tabela 1. Frequéncia absoluta, relativa e intervalo de confianga dos indices ELISA obtidos

Classificagéo Frequéncia Frequéncia relativa Intervalo de confianca
absoluta (%0) (95%)
(1) Baixissimo 14 18.92 10.75 - 29.70
(2) Baixo 13 17.57 9.69 - 28.16
(3) Moderado 11 14.86 7.66 - 25.04
(4) Alto 36 48.65 36.85 - 60.56

Grafico 1. Distribui¢do da frequéncia relativa dos indices ELISA com anticorpo de captura para deteccdo de
anticorpos contra o Circovirus suino- 2 por categoria (1- baixissimo, 2 — baixo, 3 — moderado e 4 — alto)

I 1 .
N 2 e 4

Também foram calculados a média, o desvio padréo e o coeficiente de variacdo, além
da construcao dos intervalos para 95% de confianca (Tabela 2). Observou-se que a categoria
que apresentou maior coeficiente de variacdo foi a baixissima (0,766), diminuindo

gradativamente até a categoria alto.
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Tabela 2. Média, desvio padrio, coeficiente de variacéo e intervalo de confianca para os indices ELISA

Classificagdo Média
(1) Baixissimo 0.090
(2) Baixo 0.324
(3) Moderado 0.681
(4) Alto 0.927

Desvio Padréao

0.018
0.021
0.022
0.009

Coeficiente de Intervalo de

variagao confianca
(95%0)
0.766 0.050 - 0.130
0.240 0.277-0.371
0.107 0.632-0.731
0.063 0.907 - 0.947

O Gréfico 2 (bloxplot) permite uma visualizacdo da distribuicdo dos dados por

categoria. O Grafico 3 permite uma visualizacdo da distribuicdo dos dados de maneira geral.

A maior quantidade de espécimes com IE altos torna a curva levemente desviada a esquerda

(assimetria negativa), tornando o valor da mediana maior do que o valor da média.

Grafico 2. Boxplot dos indices ELISA por categoria. O grupo baixissimo (grupo 1) é o que apresenta maior
distribuicdo dos dados, sendo a maioria deles préximos ao valor do limite superior

Resultados do ndice de ELISA

==

S —
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Gréfico 3. Pode-se observar no histograma uma distribuicdo platictrtica dos dados e assimetria negativa
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/\
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DISCUSSAO

Neste estudo, avaliaram-se 74 amostras, e dessas foram reativas 60 (81,08%),
apresentando o IE dentre baixo, moderado a alto. Os resultados mostram uma alta ocorréncia
de anticorpos contra 0 PCV2 na area estudada, sugerindo a presenca do virus na regido. Esses
achados tém coeréncia com outras pesquisas que envolvem estudos soroldgicos com o
ELISA. Walker et al. (2000) realizaram um estudo retrospectivo (dos anos de 1973, 1981,
1984, 1988 e 1999) de amostras de soros de suinos oriundas de rebanhos comerciais e
encontraram uma soroprevaléncia de 69,1% (1973), 61,3% (1981), 55% (1984), 100% (1988)
392,1% (1999), com uma soroprevaléncia total de 77,2%.

Na Franca, Blanchard et al. (2003) pesquisaram amostras de soro de leitdes e
encontraram uma soroprevaléncia de 93%, em granjas com sinais clinicos de SDMS. Pozzi et
al. (2008) detectaram a presenca de anticorpos anti-PCV-2 em 100% dos rebanhos
pesquisados. Resultados com porcentagens menores foram encontradas por Blanchard et al.
(2003) pesquisando amostras de leitdes de granjas sem doencas associadas ao PCV, que foi de
54%, e por Yang et al. (2008), que avaliaram 1.250 amostras de soro, colhidas aleatoriamente,

encontrando reatividade em 500 amostras (40%).
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Utilizando outras técnicas (IPMA e IFI), pesquisadores obtiveram resultados
semelhantes ao encontrado no presente trabalho. No Canadd, Dulac e Afshar (1989)
verificaram anticorpos contra 0 PCV em cerca de 80% da populagdo de suinos estudada. Na
Nova Zelandia, Horner (1991) investigou 30 amostras pela técnica de IFI e encontrou
positividade em 22 delas. Na Inglaterra, Edwards e Sands (1994) encontraram anticorpos anti-
PCV em 86% das amostras e em 100% dos rebanhos pesquisados. Hines e Lukert (1995)
investigaram a prevaléncia do PCV em trés estados dos Estados Unidos por meio da técnica
de IFI e encontraram amostras reativas em mais de 50% nos locais pesquisados. Tischer et al.
(1995) encontraram anticorpos anti-PCV em 75% de amostras de soro de suinos oriundas de
abatedouros. Na Irlanda, Allan (1996) verificou uma prevaléncia de 92% de positividade nas
amostras estudadas. Mesu et al. (2000) realizaram um estudo soroldgico retrospectivo de
amostras de matrizes jovens e leitdes oriundas de 1985 a 1996 na Bélgica. Os autores
pesquisaram anticorpos anti-PCV1 e anti-PCV2 e encontraram uma prevaléncia de 95% e
100%, respectivamente, nas fazendas onde trabalharam. Magar, Mdller, Larochelle (2000), no
Canada, estudaram anticorpos anti-PCV-1 e anti-PCV-2 em amostras provenientes dos anos
de 1985, 1989 e 1997, pela técnica da IFI, e chegaram a concluséo de que o PCV-2 ja estava
presente no pais havia, no minimo, dez anos antes de ser descoberto, e Larochelle, Magar e
D’ Allaire (2003) detectaram anticorpos anti-PCV2 pela técnica da IFI em 100% das amostras.
Na Espanha Rodriguez-Arrioja et al. (2003) estudaram amostras de suinos de 1983 a 1997
pela técnica da IPMA e encontraram anticorpos em mais de 70% das amostras pesquisadas.

No Brasil, Barbosa et al. (2008) utilizaram a técnica de IPMA em amostras
provenientes de oito granjas dos estados de Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
e encontraram reacdo em mais de 95% das amostras testadas. Gerber et al. (2009) realizaram
um estudo sorolégico em sete fazendas de ciclo Unico e quatro fazendas com ciclos
produtivos especializados, com ou sem a SDMS. Em cada granja, coletaram-se 30 amostras
de sangue para cada categoria do ciclo de producdo: matrizes, leitdes em amamentacéo,
creche, cria e terminagéo. Os soros foram avaliados pela IPMA. Perfis soroldgicos para PCV2
foram diferentes entre fazendas. Barbosa et al. (2011) investigaram a presenca de anticorpos
anti-PCV2 pela IPMA em 955 amostras de soros de suinos sem sintomatologia clinica de
SMDS oriundas de 35 granjas comerciais de ciclo completo no estado de Minas Gerais. Das
amostras pesquisadas, com 96,6% das amostras reagentes e 100% rebanhos apresentaram
animais positivos.

A mensuracdo da acuracia da técnica do ELISA diante do IPMA e da IFI também é
importante para a validagéo da técnica (WALKER et al., 2000; CRUZ, 2010; PILERI, 2014).
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Realizaram-se pesquisas em torno dessa comparacdo. Walker et al. (2000) utilizaram 484
amostras de soros de suinos oriundas do Reino Unido, Canada, Franca e Estados Unidos, e
compararam o0 ELISA com a IFI. A sensibilidade e especificidade do ELISA foram de
99,58% e 97,14%, respectivamente. Blanchard et al. (2003) desenvolveram um ELISA
indireto e compararam a sensibilidade e a especificidade do teste com a técnica de IPMA,
utilizando 322 amostras de soros de suinos de provenientes de granjas da Franca. A
sensibilidade foi de 98,2% e a especificidade de 94,5%. Shang et al. (2008) desenvolveram
um ELISA indireto usando uma proteina do capsideo do PCV2, expressa por meio da
Escherichia coli (PAC ELISA). Esse ensaio foi comparado com a IFl e um ELISA baseado
em PCV2 (ELISA PCV2). A sensibilidade de diagnostico, especificidade e precisdo da PAC
ELISA foram respectivamente 95,3%, 93,9% e 95,1%, em comparacdo com IFI em 1.080
amostras de soro e 93,3%, 84,2% e 91,1%, em comparagdo com o ELISA PCV2 em 79
amostras de soros. Os autores concluiram que o PAC ELISA é mais préatico, tem menor custo
e € mais adequado para levantamentos em larga escala e avaliacdo de testes vacinais. Sun et
al. (2010) desenvolveram um ELISA indireto usando um dominio antigénico codificado pela
ORF2, expresso pela Escherichia coli. O ELISA foi realizado em 288 amostras de soro
colhidas em diferentes rebanhos e comparados com um ensaio de IFI. No total, foram
positivas 262 das 288 amostras, como indicado por ambos ELISA e IFI. A especificidade e
sensibilidade do teste do ELISA desenvolvido foi de 87,7% e 93,57% respectivamente. Pileri
et al. (2014) compararam a IPMA com trés testes comerciais de ELISA (E1, E2 e E3),
utilizando 1.270 amostras. Em comparagdo com IPMA, o teste E2 teve a maior sensibilidade
(93,0%), seguido pelo E3 (90,1%) e E1 (85,0%), a especificidade foi de 100% para todos 0s
testes. Os autores ainda ressaltaram que todos os trés testes de ELISA tinham valores
preditivos semelhantes ao do IPMA e podem ser utilizados para monitorar respostas de
anticorpos contra infeccdo de PCV2 e/ou vacinacgédo

No presente estudo, apenas a técnica do ELISA foi utilizada, mas como forma de
comparagdo, pode-se utilizar um estudo realizado por Barbosa et al. (2010) no qual foi
pesquisada a presenca de anticorpos contra o PCV2 pela técnica da IPMA em 353 amostras de
soros de suinos oriundos de cinco estados da regido Nordeste do Brasil (Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte). O resultado encontrado foi de 86,7% (306/353)
de reatividade das amostras, e se forem observadas, em particular, as 67 amostras do estado
de Pernambuco, percebe-se reatividade em 83,4% (56/67), ou seja, os resultados verificados
pelos autores, tanto na regido Nordeste, como no estado de Pernambuco sdo semelhantes ao

encontrado na presente pesquisa.
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Concluiu-se que a alta ocorréncia de anticorpos contra 0 PCV2 encontrado nas
amostras pesquisadas sugere que o Virus esta circulante em rebanhos de suinos do estado de
Pernambuco. Este estudo traz argumentos que justificam a aplicacdo da técnica do ELISA
indireto com anticorpo de captura em pesquisas soroldgicas envolvendo o PCV2 e, ainda, a
necessidade de mais estudos com enfoque na prevaléncia do virus em rebanhos suinos do

estado de Pernambuco.
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4.2 Artigo 2

Deteccdo do DNA do Circovirus Suino (PCV) no fluido oral de suinos pela técnica da
PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR)

Resumo: O Circovirus suino (PCV) pertence a familia Circoviridae e ao genéro Circovirus.
O virus subdivide-se em dois tipos, o Circovirus suino-1 e o Circovirus suino-2, PCV1 e
PCV?2 respectivamente. O PCV2 esta entre os patdgenos de maior relevancia sanitaria na
suinocultura. Véarias doencas estdo associadas a ele. A carga viral do PCV vem sendo
relacionada com a severidade clinica das doencas. Esse cenario trouxe o desenvolvimento de
técnicas quantitativas, como a Reacdo em Cadeia pela Polimerase quantitativa em tempo real
(gPCR). Somado a esse aspecto, a suinocultura vem demandando cada vez mais opgdes de
amostras biologicas que venham a substituir o sangue em razdo do grande estresse que 0
processo da coleta de sangue causa nos animais. O fluido oral (FO) é uma amostra biol6gica
gue vem sendo bastante utilizada na suinocultura por diminuir o estresse e favorecer o bem-
estar animal. Levando em conta essas informacdes, € proposto detectar a carga viral do PCV
em amostras de FO de suinos pela técnica de gPCR. As coletas realizaram-se no Abatedouro
Municipal da cidade de Paulista, localizado na Regido Metropolitana do Recife, estado de
Pernambuco. Obtiveram-se as amostras de FO pela técnica da corda de algoddo dos suinos
que estavam alojados nas baias de descanso. Analisaram-se 60 amostras de FO. Do total de
amostras estudadas, apresentaram o DNA do virus 13,34% (8/60). Dessas 75% (6/8)
apresentaram uma carga viral muito baixa (até 4 (log)/mL da amostra) e 25% (2/8) uma carga
viral classificada como baixa (de 4 a 5 (log)/mL da amostra). Os resultados identificaram a
presenca do virus em quantidades baixas nas amostras pesquisadas. O FO esta ampliando as
perspectivas em testes laboratoriais, monitoramento das infeccdes no rebanho e no cuidado do
animal.

Palavras-chave: Carga viral, Diagnéstico, Fluido oral, Suino.

A Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (QPCR) for the detection of

Porcine circovirus (PCV) DNA in swine oral fluid

Abstract: Porcine Circovirus (PCV) belongs to the Circoviridae family and Circovirus
genus. The virus is subdivided into two types, porcine circovirus-1 and porcine circovirus-2,
PCV1 and PCV2, respectively. The PCV2 is among the pathogens that cause greatest concern
to health in pig farming. Several diseases are linked to it. The viral load of PCV has been
linked to the clinical severity of disease. This serious problem has led to quantitative
techniques being employed, such as a Real-Time Polymerase Chain Reaction (qQPCR). The
aim of this study was to quantify the viral load of PCV by employing the qPCR technique in
swine oral fluid (FO) samples. These samples were collected from the Municipal
Slaughterhouse of the town of Paulista, located in the metropolitan district of Recife,
Pernambuco State. The FO samples were obtained by the cotton rope technique used for pigs
housed to rest in pens. 60 FO samples were analyzed. 13.34% (8/60) of the samples analyzed
had PCV2 DNA. 75% of these (6/8) had a very low viral load (Up to 4 (log) / ml sample) and
25% (2/8) a viral load classified as low (4 to 5 (log) / ml of sample). The results showed the
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presence of the virus at low levels in the studied samples. The FO samples can broaden the
scope of laboratory testing, monitoring infection in herds and improving animal healthcare.

Keywords: Diagnosis. Oral fluid. Swine. Viral load.

INTRODUCAO

O Circovirus suino (PCV) pertence a familia Circoviridae e ao genéro Circovirus. O
virus subdivide-se em dois tipos, o Circovirus suino-1 e o Circovirus suino-2, PCV1 e PCV2
respectivamente. O PCV1 ndo é patogénico, ao contrario do PCV2 (ALLAN; ELLIS, 2000;
TODD, 2000; CIACCI-ZANELLA, 2007). O PCV2 estd entre os patdgenos de maior
relevancia sanitaria na suinocultura. Véarias doencas estdo associadas a esse virus, sendo
denominadas de PCVD (do inglés porcine circovirus diseases). Essas podem ser classificadas
nas categorias Infeccdo Subclinica, perdas produtivas sem a presenca de sinais clinicos, e
Infeccdo Clinica: doenca sistémica, associada a sindrome multissistémica do definhamento
dos suinos (SMDS); doencas respiratorias, associadas a pneumonia proliferativa e necrosante
(PPN); doencas digestivas, associadas a enterites; doencas reprodutivas, causando falhas
reprodutivas; e a sindrome da dermatite e nefropatia suina (SDNS) (SEGALES, 2012). A
SMDS é a principal doenca associada ao PCV2. Essa sindrome acomete os leitGes nas fases
de creche e de crescimento e tem como principais sinais clinicos a caquexia, linfoadenopatia,
dispneia, diarreia, ictericia e palidez das mucosas (CRUZ, 2010; BARBOSA et al., 2011).

O PCV é um virus, com diametro de 15 a 17 nm, de simetria icosaédrica, nédo
envelopado. Seu DNA é de fita simples com forma circular, covalentemente fechado, com
senso positivo, tendo peso molecular de 0,56 x 106 Daltons e tem genoma com 1.760
nucleotideos. As principais regides de leitura aberta (ORF do inglés Open Reading Frame) do
PCV sdo a ORF-1 e ORF-2. Por meio da ORF-1, sdo produzidas duas proteinas com
envolvimento na replica¢do viral, a Rep e Rep’. A ORF-1 é conservada entre 0 PCV1 e
PCV2, apresentando similaridade de 83% na sequéncia dos nucleotideos e 86% na sequéncia
de aminoédcidos. A ORF-2 codifica uma proteina envolvida na formagéo do capsideo viral,
com grande potencial para ser utilizada na deteccdo do PCV2 (ALLAN; ELLIS, 2000;
CASTRO et al.,, 2007; CIACCI-ZANELLA, 2007; CRUZ, 2010). A ORF-3 no PCV2
representa uma area de codificacdo de uma proteina ndo estrutural com funcéo ligada com a
apoptose (LIU et al., 2006; FINSTERBUSCH; MANKERTZ, 2009), e mais recentemente, a
ORF-4, que tem func&o na replicacdo viral e patogenicidade (GAO et al., 2013). Além dessas,
existem outras ORFs (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12) (CASTRO et al., 2007).
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A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) é considerada uma importante ferramenta
laboratorial para a identificagdo do PCV. Novas variacbes do PCR vém aumentando a
sensibilidade e especificidade da técnica, como a Multiplex — PCR (LAROCHELLE et al.,
1999), Nested-PCR (NPCR) (KIM et al., 2001) e NPCR em Unico Tubo (STNPCR)
(PONTES et al., 2014). Pelo fato de a carga viral do PCV estd sendo relacionada com a
severidade clinica das doencas associadas ao virus, técnicas quantitativas, como a PCR
quantitativa em tempo real (qPCR), estdo sendo cada vez mais utilizadas. Essa ferramenta
mostra-se mais pratica, mais sensivel, mais segura contra contaminagdo e mais confiavel que
a técnica convencional, podendo auxiliar no diagndéstico e no estudo da dindmica da doenca in
vivo, como também em monitdrias sanitarias de rebanhos (OLVERA et al., 2004; CRUZ,
2006; MCINTOSH et al., 2009; SEGALES, 2012; LI, KAWASHIMA..; KATSUDA., 2016).

Diversas amostras bioldgicas vém sendo utilizadas em estudos moleculares, sangue
total, soro, secrecdo nasal, fezes, sémen, tecidos (pulméo, baco, nédulos linfaticos, figado,
dentre outros) e o fluido oral (FO) (CIACCI-ZANELLA et al., 2006; YANG et al., 2008;
CRUZ, 2010; PRICKETT; ZIMMERMAN, 2010; PONTES et al., 2014). O FO é o termo
utilizado para nomear o liquido incolor e viscoso presente na cavidade oral dos seres humanos
e dos animais. Trata-se de uma mistura complexa, que contém saliva e outros fluidos
provenientes dos capilares sanguineos presentes na mucosa oral e tecido gengival. O FO vem
sendo utilizado em diversas areas da Saude, apresentando-se como uma técnica ndo invasiva,
segura, pratica e de baixo custo (HODINKA; NAGASHUNMUGAM; MALAMUD, 1998;
KAUFMAN; LAMSTER, 2002; DELIMA; VAN DIKE, 2003; PRICKETT; ZIMMERMAN,
2010; BADIYANI, KUMAR; MARU, 2013).

Na Medicina Veterinéria, a utilizacdo do FO propicia uma diminuicdo do estresse
provocado pela coleta do sangue, favorecendo o bem-estar animal. Trata-se de um
procedimento simples, ndo invasivo e de baixo custo (ZIMMERMAN, 2012; BARBOSA et
al., 2013; SCHAEFER et al., 2013). Situacdes essas favoreceram o processo de obtencdo das
amostras e justificam estudos de padronizacéo e viabilidade do FO como amostra biologica
em testes laboratoriais. Partindo desses aspectos, objetivou-se detectar a carga viral do PCV

em amostras de FO de suinos por meio da técnica de gPCR.
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MATERIAIS E METODOS

Descrigdo da area estudada

O estado de Pernambuco situa-se na parte centro-leste da regido Nordeste do Brasil,
ocupando uma area de 98.281 kmz, limitando-se ao norte com os estados da Paraiba e do
Ceard, a leste com o Oceano Atlantico, ao sul com os estados de Alagoas e Bahia e a oeste
com o estado do Piaui. Pernambuco divide-se em quatro regifes: a Regido Metropolitana do
Recife (RMR), que envolve a capital e cidades vizinhas, a Zona da Mata, mais préxima do
litoral, o Agreste, area de transicdo para a regido semiarida do estado e o Sertdo, onde
predomina o clima semiarido e o bioma da caatinga (UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA, 2013).

As coletas realizaram-se no Abatedouro Municipal da cidade de Paulista, localizado

no bairro de Artur Lundgren 11, na RMR, no periodo de junho a novembro de 2014.

Obtencéo das amostras de fluido oral

As amostras de FO foram obtidas de suinos mesticos no abatedouro e seguiu-se a
metodologia descrita por Barbosa et al. (2013). As cordas foram posicionadas pelo operador
dentro das baias coletivas, proximas dos animais na altura do dorso. Ap6s o periodo de
mastigacdo de cinco minutos, a recuperacdo da amostra foi feita da seguinte forma: as cordas
umedecidas pelo FO foram colocadas individualmente em sacos plasticos, sendo o liquido
extraido por compressdo da extremidade Umida da corda dentro do proprio saco plastico. A
parte inferior do canto do saco plastico foi cortada, com auxilio de uma tesoura, € 0 FO
drenado para o tubo de polipropileno. As amostras foram devidamente identificadas com
canetas pilotos, acondicionadas em uma caixa isotérmica de isopor e encaminhadas ao

laboratorio para anélises posteriores.
Procedimentos laboratoriais
As etapas de identificacdo das amostras e de extracdo do DNA realizaram-se no

Laboratorio de Estudos Moleculares e Terapias Experimentais (LEMTE), Departamento de

Geneética, da Universidade Federal de Pernambuco (DG/UFPE). A execucdo das reacOes de
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gPCR realizaram-se no Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista (Unesp/Botucatu).

Identificac@o das amostras de Fluido Oral

As amostras foram identificadas por letras alfabéticas (B até H), correspondendo a
data em que foram coletadas, seguidas do nimero referente a ordem da obtengdo da amostra

no momento da coleta no abatedouro.

Preparacdo das amostras

As amostras foram clarificadas por centrifugagdo a 5.000 rpm por dez minutos e

estocadas em aliquotas de 1 mL a temperatura de -20°C até a realizacdo das analises.

Extracéo do DNA

Para a extracdo do DNA, foi utilizado o Kit Illustra Blood GenomicPrep Mini Spin
GE healthcare — codigo 28-9042-65, 250 preparagdes (Figura 1). Seguiram-se as
recomendagdes do fabricante. O volume usado de cada amostra foi de 300 pL e o DNA
extraido foi diluido com 30 pL de solucdo tampdo. O DNA gendémico foi mantido a

temperatura de -20°C.

Figura 1. Kit comercial GE health care usado para a Extracdo do DNA gendmico das amostras de fluido oral
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Andlise molecular

Para as andlises das 60 amostras de FO, aplicou-se a técnica de qgPCR segundo a
metodologia descrita por Cruz (2010). Resumidamente, a técnica realizou-se utilizando os
primers descritos por Ladekjaer-Mikkelsen et al. (2002), que amplificam um produto de 152
pares de bases (pb) da regido da ORF1, conservada tanto no PCV1 como no PCV2. As
reacOes foram preparadas para um volume total de 10 pL, contendo 0,2 UM de cada primer e
1X Go Tag® gPCR Master Mix (Promega) e 2,0 pLda amostra, conforme instrucfes do
fabricante. As condicGes da reacdo foram de 95°C por dois minutos, 40 ciclos de 95°C por
quinze segundos e 60°C por sessenta segundos, seguidos de uma curva de dissociacao de 95°C
a 60°C. A concentracdo de DNA nas amostras analisadas realizou-se pela determinacéo de
uma curva padrdo com sete pontos, construida com um plasmideo padrdo de PCV diluido de
10" a 10t cépias de DNA/ pL em duplicata. Os resultados foram expressos em nimeros de
copias de DNA de PCV/ml de amostra e também transformados em log;. Como controle

negativo, utilizou-se agua ultraestéril.

Interpretacdo dos resultados

Para a interpretacdo dos resultados, adotaram-se 0s seguintes parametros conforme

mostra 0 Quadro 1.

Quadro 1. Pardmetros para a interpretacdo dos resultados da PCR quantitativa em Tempo Real para detecgdo do
DNA do Circovirus suino nas amostras de fluido oral

Valores (log)/

mL de amostra Interpretacéo
Negativo Indetectavel: PCV pode estar presente, mas ndo em viremia
Até 4 Carga viral muito baixa: ndo ha comprometimento do sistema Imune
Dedab Carga viral baixa: pode haver imunossupressao e perdas zootécnicas leves

Carga viral média: pode haver comprometimento do sistema imune com perdas

De5a6 zootécnicas consideraveis
De6a7 Carga viral alta: imunossupressao alta e aparecimento das doengas associadas
Acima de 7 Imunossupressdo grave e doenca associada a alta mortalidade.

Analise estatistica

Empregou-se uma andlise descritiva das frequéncias absoluta e relativa por meio dos
resultados obtidos pela analise molecular (SAMPAIO, 1998).
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RESULTADOS
Das 60 amostras de FO analisadas, oito (13,34%) apresentaram DNA do PCV com
valores (log/ml) que variaram de até 4 e de 4 a 5. Os detalhes podem ser verificados no

Quadro 2.

Quadro 2. Resultados das rea¢oes da PCR quantitativa em tempo real para detecgdo do Circovirus suino em 60

amostras de fluido oral de suinos

Amostra | Quantidades Log Amostra | Quantidades Log
de copias/mi de copias/ml
1 B1 Negativo Negativo | 31 E12 Negativo Negativo
2 B2 Negativo Negativo | 32 F1 Negativo Negativo
3 B3 Negativo Negativo | 33 F2 Negativo Negativo
4 B4 Negativo Negativo | 34 F3 Negativo Negativo
5 B5 Negativo Negativo | 35 F4 Negativo Negativo
6 B6 Negativo Negativo | 36 F5 Negativo Negativo
7 B7 Negativo Negativo | 37 F6 Negativo Negativo
8 B8 Negativo Negativo | 38 F7 Negativo Negativo
9 B11 Negativo Negativo | 39 F8 Negativo Negativo
10 C1 Negativo Negativo | 40 Gl Negativo Negativo
11 Cc2 Negativo Negativo | 41 G2 Negativo Negativo
12 C3 Negativo Negativo | 42 G3 Negativo Negativo
13 C4 Negativo Negativo | 43 G4 Negativo Negativo
14 C5 Negativo Negativo | 44 G5 Negativo Negativo
15 C6 Negativo Negativo | 45 G6 Negativo Negativo
16 C7 Negativo Negativo | 46 G7 Negativo Negativo
17 C8 Negativo Negativo | 47 G8 Negativo Negativo
18 D1 Negativo Negativo | 48 G9 Negativo Negativo
19 D2 Negativo Negativo | 49 G10 Negativo Negativo
20 El Negativo Negativo | 50 G11 Negativo Negativo
21 E2 Negativo Negativo | 51 H1 2970 3,47
22 E3 Negativo Negativo | 52 H2 2009 3,30
23 E4 Negativo Negativo | 53 H3 Negativo Negativo
24 E5 Negativo Negativo | 54 H4 1556 3,19
25 E6 Negativo Negativo | 55 H6 12764 411
26 E7 Negativo Negativo | 56 H7 4279 3,63
27 ES8 Negativo Negativo | 57 H8 Negativo Negativo
28 E9 Negativo Negativo | 58 H9 8346 3,92
29 E10 Negativo Negativo | 59 H10 6984 3,84
30 E1ll Negativo Negativo | 60 H1l 13013 4,11
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Das oito amostras positivas, seis (75%) apresentaram valores (log/mL) de até 4,
representando uma carga viral muito baixa, e somente em duas (25%) amostras observaram-se

valores de 4 a 5 que é classificado com uma carga viral baixa (Quadro 3).

Quadro 3. Amostras de fluido oral positivas para o Circovirus suino e as respectivas interpretacdes

Identificacdo | Log/ml Interpretacéo
das
amostras
H1 3,47 Até 4: Carga viral muito baixa, ndo hd comprometimento do sistema imune
H2 3,30 Ateé 4: Carga viral muito baixa, ndo had comprometimento do sistema imune
H4 3,19 Até 4: Carga viral muito baixa, ndo hd comprometimento do sistema imune
H6 4,11 De 4 a 5: Carga viral baixa pode haver imunossupressdo e predas
zootécnicas leves

H7 3,63 Até 4: Carga viral muito baixa, ndo ha comprometimento do sistema imune
H9 3,92 Até 4: Carga viral muito baixa, ndo ha comprometimento do sistema imune
H10 3,84 Até 4: Carga viral muito baixa, ndo had comprometimento do sistema imune
H1l 4,11 De 4 a 5: Carga viral baixa pode haver imunossupressdo e predas

zootécnicas leves

DISCUSSAO

No sistema de producdo de suinos, o procedimento de coleta de sangue é muito
laborioso e estressante para o animal. Avaliar novas amostras bioldgicas que venham a
facilitar esse processo, aliadas a viabilizacdo de técnicas laboratoriais mais eficazes para a
deteccdo do PCV, é fundamental para auxiliar no diagnostico da SDMS.

Prickett e Zimmerman (2010) relataram que os estudos realizados com o FO na
Medicina Veterinaria ttm como principal objetivo a investigacdo de patdgenos e anticorpos
associados as doencas infecciosas. Dentre os agentes pesquisados em amostras de FO de
suinos, temos o virus da estomatite vesicular (VSV) (STALLKNECHT et al., 1999), virus da
febre aftosa (EBLE et al., 2004), PRRSV (PRICKETT et al., 2008), virus da influenza A
(DETMER et al.,, 2011; SCHAEFER et al.,, 2013), PCV2 (PRICKETT et al., 2011),
Actinobacillus pleuriopneumoniae (APP), Haemophilus parasuis (HP) e Streptococcus suis
(SS) (COSTA, OLIVEIRA; TORRISON, 2012) e Erysipelothrix rhusiopathiae (GIMENEZ-
LIROLA et al., 2013).
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A técnica da gPCR desenvolvida neste trabalho foi a do sistema TagMan, similar a
técnica utilizada por Olvera et al. (2004) e Segalés, Allan e Domingo (2005). Outros trabalhos
desenvolveram a gPCR pelo sistema SYBR Green (CRUZ, 2006, 2010; MCINTOSH et al.,
2008, 2009). Os primers utilizados neste estudo foram desenhados para uma regido
conservada nos dois tipos de PCV (PCV1 e PCV2), a ORF-1, evitando o risco de falso-
negativo em razao das variacdes dos genotipos e as possiveis mutacfes que 0 Vvirus possa
sofrer. Técnicas semelhantes foram utilizadas nos trabalhos de Ladekjaer-Mikkelsen et al.
(2002) e Cruz (2006, 2010). Outros autores desenvolveram seus trabalhos utilizando primers
desenhados para a ORF-2 especifica do PCV2 (OLVERA et al., 2004; MCINTOSH et al.,
2008, 2009).

Os resultados encontrados neste estudo revelaram a presenca do PCV em 13,34 %
(8/60) das amostras pesquisadas, podendo ser considerada uma baixa ocorréncia se comparar
com outros estudos moleculares. Yang et al. (2008) verificaram a presenca do PCV2 em 83%
(165/200) das amostras de tecidos (figado, baco e nddulos linfaticos) utilizando a PCR
convencional, enquanto Pontes et al. (2014), utilizando a STNPCR, encontraram 100%
(55/55) de PCV2 em amostras de tecidos (n6dulos linfaticos e pulmé&o) e Briani et al. (2015)
encontraram 0 PCV2 em 87,5% (16/14) de amostras de fezes.

Alguns pesquisadores correlacionaram com a severidade dos sinais clinicos das
doencas associadas ao PCV2 com a carga viral. Olvera et al. (2004) pesquisaram pela técnica
da gPCR 75 amostras de soros de suinos, que foram necropsiados com lesGes histoldgicas no
sistema linfatico, classificadas como branda (n=27), moderada (n=24) e severa (n=24), e
verificaram uma relacdo proporcional da carga viral com a gravidade das lesdes. LI et al.
(2016) verificaram em 30 amostras de tecidos de suinos com SDMS por meio de exames
histopatoldgicos e de gPCR que, quanto mais severa a lesdo nos tecidos linfaticos, maior a
carga viral. Neste estudo foi investigada a presenca do DNA do PCV no FO de suinos
clinicamente saudaveis. Esses estudos podem sugerir 0 motivo das oito amostras positivas
encontradas, 75% (6/8), estarem com uma carga viral muita baixa e 25% (2/8) estarem com
uma carga viral considerada baixa.

Mcintosh et al. (2008) avaliaram a carga viral de rebanhos comerciais com e sem
doencas associadas ao PCV utilizando a qPCR em amostras de fezes. Os resultados revelaram
que a média da carga viral encontrada foi maior nos rebanhos com doencas associadas ao
PCV do que os sem doengas associadas ao PCV, nos estagios produtivos mais jovens (leitbes
em amamentacdo, cria e recria), € 0 contrario ocorreu nos estagios produtivos mais tardios

(terminacdo e matrizes a partir dos seis meses), no qual a média da carga viral do PCV2
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encontrada foi maior nos rebanhos sem doencas associadas ao PCV do que nos rebanhos com
doenca associada ao virus.

Os resultados evidenciaram a presenca do DNA do PCV no FO e tiveram as cargas
virais mensuradas em muito baixa e baixa. A utilizacdo do FO como amostra bioldgica esta
ampliando as perspectivas em testes laboratoriais, monitoramento das infec¢des no rebanho e

no cuidado do animal.
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