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RESUMO

Foi realizado o estudo do perfil soroldgico (PS), viremia e eliminagdo do circovirus suino tipo 2
(CVS-2) em granjas com e sem a manifestacdo clinica da sindrome da refugagem multissistémica
(SRM). O trabalho foi dividido em trés etapas. Na primeira, foram amostradas 40 matrizes e 40 leitdes
de maternidade, na creche, recria e terminacdo para estabelecimento da distribui¢éo e PS na granja. Na
segunda etapa foi realizado um estudo com 35 leitbes acompanhados da maternidade ao abate para
estudo da cinética da eliminagdo viral e curva de titulos de anticorpos. Na terceira etapa foi realizado o
acompanhamento da elimina¢do do CVS-2 em machos reprodutores por dois meses. As amostras de
suabes nasais e retais, sangue, sémem e tecidos de linfonodos, rim, figado e pulméo coletadas foram
submetidas a técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a pesquisa do DNA do CVS-2. As
amostras de soro foram testadas para presenca de anticorpos anti-CVS pelo teste de imunoperoxidase
indireta em monocamada de células (IPMC). A analise dos resultados nos dois primeiros trabalhos
mostrou que a deteccdo do DNA foi mais freqliente em amostras de sangue e suabes de suinos
provenientes de granja com sinais clinicos da SRM podendo ser indicativo de maior circulacédo viral.
O perfil sorolégico de granjas com e sem a manifestacio da SRM apresentou diferencas,
principalmente em relagdo a duracdo da imunidade passiva. No segundo trabalho verificou-se que a
queda dos titulos de anticorpos anti-CVS-2 coincide com aumento do nimero de animais virémicos e
maior eliminacdo do virus. No terceiro trabalho, o CVS-2 foi intermitentemente liberado no sémen
dos machos pertencentes aos dois sistemas de producdo por um periodo de até dois meses, no qual
ocorreu 0 término do trabalho. Os resultados obtidos comprovaram que o CVS-2 encontra-se
amplamente disseminado nas granjas podendo ser excretado, independente da manifestacdo da SRM.
Baixos titulos de anticorpos parecem ser importantes para o aparecimento de sinais clinicos e
favorecem o aumento do nimero de animais virémicos e eliminagéo do virus.

Palavras chave: Circovirus suino 2, PCR, IPMC, perfil sorologico, viremia, eliminacao.
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ABSTRACT

PCV-2 serology, viremia and shedding were studied in pigs from herds with and without postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) in three different experiments. In the first study, a
comparative PCV-2 serology, viremia and shedding was evaluated in two herds using swabs, serum
and blood samples from 40 pigs at different ages. In the second study, PCV-2 viremia, nasal and fecal
shedding and seroprofile were evaluated in 35 animals at 8 to 19, 30 to 35, 56 to 70, 85 to 100 and 150
days of age. In the third, study, the presence of PCV-2 DNA was tested in boar semen and PCV-2
shedding was demonstrated in naturally infected boars. Swabs, blood, tissues and semen were
evaluated for the presence of nucleic acid of PCV2 by polymerase chain reaction (PCR). The presence
of serum antibodies specific to PCV-2 was tested by immunoperoxidase monolayer assay (IPMA).
PCV-2 DNA was more frequently detected in swabs samples from pigs of herd with PMWS, which
may indicate a high PCV-2 circulation. There are differences in the serologic profile of herds with and
without PMWS, especially concerning maternal antibodies duration. In the second study, it was
demonstrated that the decrease of antibodies was concomitanted with increase of the number of
viremic animals and more shedding. The results of the third study indicated that PCV-2 virus may be
shed intermittently in semen of naturally infected boars from two different herds for a period of two
months. In conclusion, PCV-2 was wildly distributed in pigs of different ages from herds with and
without PMWS. It seems that low antibodies levels influence the occurrence of disease, viremia and
PCV-2 shedding.

Keywords: Porcine circovirus 2, PCR, IPMA, serologic profiles, viremia, shedding
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1. INTRODUCAO

A producdo de suinos vem passando por
uma intensa modernizagdo nos ultimos anos,
caracterizada por uma melhora na nutricéo,
rapida evolucdo genética, investimentos em
melhorias nas instalagbes, sistema de
manejo e sanidade. Esse fato, associado a
instabilidade de precos da carne suina nos
altimos anos fez com que os animais
passassem a ser criados de forma mais
intensiva com objetivo de aumentar a
produtividade e obtengdo de maiores lucros.
O aumento do ndmero de animais por metro
qguadrado e a mistura de leitbes com
diferentes status imunol6gico levou o0s
plantéis a se tornarem mais susceptiveis a
uma série de enfermidades, dentre elas a
sindrome da refugagem multissistémica
(SRM). A doenga vem assumindo grande
importancia na suinocultura mundial devido
a elevacdo imposta no custo de producéo,
relacionada as altas taxas de mortalidades,
diminuicdo do ganho de peso e piora na
conversao alimentar.

A SRM tem sido considerada por muitos
pesquisadores como um dos principais
problemas sanitarios dos paises produtores
de suinos. Um estudo feito por Cavalcante
(2002) registrou perdas parciais ocorridas
com um surto da doenca no Parand em uma
granja de 1.200 matrizes. Constatou-se um
prejuizo de R$10.000,00 por més com
refugagem de leitbes, queda de 5,0 Kg no
peso médio ao abate, mortalidade de 3,5 a
10% na creche e uma diminuicdo na
producao de quilo de carne/matriz/ano.

Nos Gltimos anos varias pesquisas tém sido
desenvolvidas sobre a infeccdo com o CVS-
2 e manifestacdo da SRM. Entretanto, a
epidemiologia da doenca ainda permanece
pouco entendida. O fato de existir elevado
ndmero de animais soropositivos em granjas
que apresentam ou ndo a SRM e as doencas
associadas ao circovirus suino (DACVS)
permanece desconhecido. Ainda ha duvidas
sobre a circulagdo do virus em cada fase do

ciclo de producéo e quais seriam os fatores
de risco que poderiam estar contribuindo
para manifestacdo clinica da SRM. Esses
guestionamentos levam a necessidade de
realizacgdo de novas pesquisas Vvisando
esclarecer fatores epidemiolégicos e da
patogénese da doenca. Esses estudos podem
contribuir para adogdo de medidas de
manejo mais eficientes na prevengdo e
controle da doenga e estabelecimento de um
correto programa de vacinagao.

2. OBJETIVOS

Esse estudo foi dividido em trés partes, com
0s seguintes objetivos:

1- Estudar a excre¢do do CVS-2 e o perfil
de titulos de anticorpos em animais
naturalmente infectados, pertencentes as
varias fases do ciclo de producgdo de suinos
(gestacdo, maternidade, creche, recria e
terminacdo) e comparar 0s indices
zootécnicos e medidas de manejo adotadas
nas granjas com e sem sinais clinicos da
SRM.

2- Acompanhar a curva de anticorpos,
viremia e eliminacdo do CVS-2 em leitbes a
partir da maternidade, por todo o ciclo de
producéo, e comparar os dados obtidos com
indices zootécnicos e as medidas de manejo
adotadas nas granjas.

3- Identificar, por um periodo de dois meses,
a presenca do DNA do CVS-2 no sémen de

machos utilizados na técnica de inseminagédo
artificial.

CAPITULO 1

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Classificacdo e propriedades

Circovirus suino (CVS) é formado por um
genoma circular covalentemente ligado em
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sua extremidade, constituido de uma Uunica
fita senso negativo de DNA, com
aproximadamente 1760 bases, coberto por
um capsidio icosahédrico (Allan e Ellis,
2000).

O virus foi classificado dentro da familia
Circoviridae, composta pelos géneros
Gyrovirus, onde estd incluido o virus da
anemia das galinhas (VGA) e pelo género
Circovirus onde estdo incluidos o virus da
doenca das penas e bico dos psitacideos
(VDPBP), o circovirus dos pombos (CPo) e
0 circovirus suino (CVS) (Tood, 2000).

Dois tipos de circovirus suino foram
descritos e, subsequentemente, nomeados de
circovirus suino 1 (CVS-1) e circovirus
suino 2 (CVS-2) (Meehan et al., 1998). O
CVS-1 e o CVS-2 apresentam uma
similaridade entre a sequéncia de DNA total
variando de 68 a 76% (Meehan et al., 1998;
Fenaux et al., 2000). Isolados de CVS-2 de
diferentes regides geogréaficas ou de suinos
com diferentes sindromes apresentaram uma
similaridade superior a 94,6 a 99% na
sequéncia de nucleotideos (Hamel et al.,
1998, Fenaux et al., 2000).

O CVS-1 contém sete regides de abertura de
leitura (ORFs), que codificam proteinas que
excedem 5 KDa, e o CVS-2 contém 11
(ORF’s) codificando proteinas de 2 a 36
KDa (Hamel et al, 2000). As duas
principais ORFs sdo a ORF1 e a ORF2
(Meehan et al., 2001). A regido ORF 1 esta
associada a producdo de proteinas de
replicagdo (Hamel et al., 1998) e a ORF 2
caracteriza-se por codificar a principal
proteina do capsidio que induz a formagéo
de anticorpos neutralizantes (Hamel et al.,
1998; Fenaux et al., 2004), podendo tomar
parte também em eventos tardios da
replicagdo viral (Nawagitgul et al., 2000).
Entre CVS-1 e CVS-2, ORF1 apresenta
maior identidade que ORF2 com 83% na
sequéncia total de nucleotideos e 86% na
sequiéncia total de aminoAcidos. Por outro
lado, a ORF2 é mais variavel, apresentando

uma similaridade entre a sequéncia total de
nucleotideos de 67% e 65% entre
aminoacidos (Morozov et al., 1998). Ambos
o0s tipos de CVS compartilham pelo menos
um antigeno, que podem ser distinguidos
utilizando-se a técnica de PCR, hibridizacéo
in situ ou por anticorpos monoclonais (Chae,
2004).

Estudos recentes de genotipagem mostraram
haver dois genotipos de CVS-2 (1 e 2).
Grau-Roma et al. (2007) analisaram 87
seqiiéncias da regido ORF2 do CVS-2,
obtida do DNA viral provenientes de
animais com diferentes condicGes clinicas,
provenientes de granjas com e sem a
manifestacio da SRM. Os autores
verificaram que em animais provenientes de
granjas com sinais clinicos foi isolado o
gendtipo 1 e em animais oriundos de granjas
sem sinais clinicos foi encontrado o
gendtipo 2, sendo o gendtipo 1 considerado
mais patogénico. Em surtos mais recentes da
SRM na America do Norte, foi identificado,
utilizando a técnica de analise de restricdo
de fragmentos, um novo genétipo de CVS-2,
denominado CVS-2b, causador de altas
taxas de mortalidade (Harding et al., 2007).
No Brasil, Castro et al. (2007),
seqlienciaram amostras oriundas do Estado
de Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina
e verificaram que as mesmas pertenciam a
dois grandes conglomerados distintos. Nesse
trabalho ndo foi possivel relacionar as
diferencas genéticas com os sinais clinicos
apresentados pelos animais.

3.2. Histdrico e distribuicdo

O CVS-1 foi identificado pela primeira vez
no Canadd, em 1974, como um
contaminante persistente de linhas celulares
de rim suino (PK-15 ATCC-CCLL33)
(Tischer et al., 1974). Este virus foi
considerado ndo patogénico, pois nenhuma
doenga foi relacionada & presenca desse
agente (Tischer et al., 1986; Allan et al.,
1995). Ja em 1991, no Canada, foi relatada
a primeira descricdo da SRM, uma doenca
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até entdo considerada nova e que foi
associada por Clark (1997) a infecgdo por
um novo circovirus nomeado de circovirus
suino 2.

Em 1996, a SRM foi associada a presenca
do CVS-2 nos Estados Unidos e na regido
da Bretanha na Franga (Segalés e Domingo,
2002). Desde entdo, casos da sindrome
foram diagnosticados em plantéis da
Espanha (Segalés et al., 1997), Reino Unido
(Kennedy et al., 1998), Irlanda (Spillane et
al., 1998), Dinamarca (Allan et al., 1999),
Japéo (Onuki et al., 1999), Taiwan (Allan e
Ellis, 2000), Coréia (Choi et al., 2000),
Hungria (Kiss et al., 2000), Italia (Martelli
et al., 2000), Alemanha, Australia, Lituania
e Bélgica (Ohlinger et al., 2000), Holanda
(Wellenberg et al., 2000), Suica (Borel et
al., 2001), Meéxico (Trujano et al., 2001),
Filipinas (Maldonato et al., 2004), Bulgéria
(Motovski e Segalés, 2004), Nova Zelandia
(Garkayenko et al., 2005) e Roménia (Cadar
et al.,, 2007). Atualmente, sabe-se que o
CVS-2 encontra-se amplamente distribuido
no mundo, podendo ser encontrado em
animais provenientes de granjas que
apresentam ou ndo sinais clinicos da doenca
(Rodriguez-Arrioja et al., 2000; Larochelle
et al., 2003; Rose et al., 2003) e, a maioria
das idades encontra-se sorologicamente
positiva (McKeown et al., 2005).

No Brasil, a primeira identificacdo e
tipificacdo molecular do virus, acompanhada
pela descricdo da manifestacdo clinica da
sindrome foi realizada por Zanella et al.
(2001), em um trabalho realizado no Centro
Nacional de Pesquisas de Suinos e Aves
(CNPSA) da Embrapa em Concordia, Santa
Catarina. Em 2002 casos da sindrome foram
diagnosticados em Goias, por Sobestiansky
et al. (2002). Em 2003 o \virus foi
diagnosticado em Minas Gerais por Pinto et
al. (2003), em Sao Paulo por Castro et al.
(2003) e no Rio Grande do Sul por Barcellos
e Pescador (2003). Em 2005, o virus foi
detectado novamente no estado de Minas
Gerais por Barbosa (2005) em 12 rebanhos.

Em 2007, Lobato et al. estudaram o perfil
soroldgico de quatro granjas (trés com e uma
sem sinais clinicos da SRM), uma das
granjas localizava-se no estado do Parand,
uma em S&o Paulo e duas no estado de
Minas Gerais. O nimero de descrigdes da
circovirose suina em rebanhos brasileiros
vem crescendo nos Ultimos anos e,
atualmente, o virus se encontra disseminado
no plantel nacional.

3.3. Transmissao

O CVS-2 foi detectado em amostras de
suabes nasais, retais, tonsilares (Caprioli et
al., 2006) e oculares, na orofaringe, secrecdo
bronquial, urina e em fezes (Krakowka et
al., 2000; Bolin et al 2001; Shibata et al.,
2003; Sibila et al., 2004; Segalés et al.,
2005) de animais que apresentam ou nao
sinais clinicos da SRM, sendo que animais
sadios apresentam menores quantidades do
virus que animais doentes (Segalés et al.,
2007). Estes trabalhos indicam que o virus
pode ser excretado por todas as vias de
eliminacgdo estudadas.

SecrecBes nasais ou aerosséis tém sido
sugeridos como potencial via de transmissdo
horizontal, visto que esta foi utilizada com
éxito em infeccdes experimentais realizadas
por alguns pesquisadores. Krakowka et al.
(2000) inocularam, por via intranasal, 26
leitbes gnotobidticos, com CVS-1, CVS-2 e
PVS e observaram que suinos infectados
com CVS-2 e PVS desenvolveram sinais
clinicos e lesGes histopatoldgicas
caracteristicas da SRM. Shibata et al. (2003)
ao realizarem a infecgdo experimental, via
intranasal, de 16 suinos SPF, detectaram o
DNA viral em suabes orofaringeano, nasal e
de fezes a partir do primeiro dia pos-
inoculacdo em 15 animais. Caprioli et al.
(2006) infectando 12 suinos SPF pela via
oronasal, verificaram que quatro animais
apresentavam o DNA do CVS-2 nos tecidos
e lesdes histolégicas compativeis com a
SRM. Burch (2007) mostrou que suinos
pertencentes a rebanhos com e sem sinais
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clinicos da SRM apresentavam o DNA do
CVS-2 em amostras de suabes nasais a partir
da primeira semana de vida e no soro e fezes
a partir de 9 semanas. Esses dados sugerem
a transmissdao do virus da porca para 0s
leitdes e mostra que a via nasal pode ser a
mais importante rota de transmisséo do
CVS-2.

A eficiéncia da transmissdo horizontal na
disseminacdo do CVS-2 foi comprovada por
Kristensen et al. (2006) ao observarem a
infeccdo por contato direto entre suinos
infectados e susceptiveis pela mistura dos
mesmos em um Unico lote. Jorsal et al.
(2006) verificaram que todos os 14 animais
sadios colocados em contato direto ou
indireto com animais de um rebanho com
sinais clinicos da SRM desenvolveram a
doenga.

A transmisséo vertical do CVS-2 tem sido
sugerida por varios autores. West et al.
(1999) e O’Connor et al. (2001) isolaram o
CVS-2 em fetos abortados e recém nascidos.
A deteccdo do virus em leitBes recém-
nascidos foi realizada por Bogdan et al.
(2001), podendo estar relacionado nao
somente com falhas reprodutivas, mas
também como o desenvolvimento da doenca
multissistémica posteriormente na vida do
animal (Segalés et al., 2007). Sanchez et al.
(2001) ao inocularem fetos em Utero aos 57,
75 e 92 dias de gestacdo, verificaram a
ocorréncia de uma maior replicacdo do
CVS-2 em fetos inoculados aos 57 dias
guando comparado aos de 75 e 92 dias de
gestacdo. Os mesmos autores também
observaram que fetos inoculados aos 75 e 92
dias de gestacdo ndo apresentaram lesGes
histopatoldgicas, quantidades elevadas do
virus no coragdo e anticorpos contra 0 CVS-
2 aos 21 dias pos-inoculacdo enquanto fetos
inoculados aos 57 dias apresentaram uma
miocardite que resultou em falha cardiaca,
podendo tornar-se mumificado. Jonhson et
al. (2002), ao realizarem infeccédo
experimental de fetos, no terco final de
gestacdo, com o CVS-2, observaram
nascimento de natimortos, fetos

parcialmente mumificados e de leitdes
fracos e normais. Estudos realizados por
Pensaert et al. (2004) e Nauwynck et al.
(2007) mostraram que embrides podem ser
infectados pelo CVS-2 em estéagios iniciais
de desenvolvimento, antes da formacdo da
zona pelucida. Os dltimos autores
observaram que embriGes suinos sdo mais
susceptiveis a uma infeccdo pelo CVS-2 em
estagios mais avancados de
desenvolvimento (15% no estadgio de
mérula, 50% na fase inicial de blastocisto e
100% na fase final de blastocisto sem a zona
pellcida). A transmissao vertical também foi
descrita por Shibata et al. (2006) ao
demonstrarem a presenca do CVS-2 em duas
amostras de colostro coletadas de 33 porcas
sugerindo a transmissao oral via ingestdo de
colostro. Embora haja fortes evidéncias da
transmissdo vertical, ndo se sabe como ela
acontece ou se € um evento freqlente.

A transmissdo transplacentaria foi detectada
em trabalho realizado por Park et al. (2005)
ao infectarem fémeas pela via intranasal. Por
outro lado, Segalés et al. (2007) citaram que,
Cariolet et al. (2001), ao infectarem fémeas
SPF pela via intramuscular, observaram
sinais clinicos da SRM, porém o CVS-2 ndo
foi encontrado nos tecidos dos leitdes ao
nascimento.

A transmissdo do virus via sémen foi
sugerida uma vez que o CVS-2 foi detectado
em amostras de sémen de machos infectados
naturalmente ou experimentalmente.
Larochelle et al. (2000), ao infectarem
experimentalmente quatro machos
detectaram o DNA do CVS-2 no sémen, de
forma intermitentemente, do 5° ao 47° dia
pos-infeccdo, no qual ocorreu o término do
experimento. Kim et al. (2001) ao
pesquisarem o CVS-2 nas fragdes do sémen
coletadas de 28 animais verificaram que
todas as amostras de plasma seminal
apresentavam resultado positivo na PCR.
Reicks et al. (2007) ao analisarem 0 sémen
coletado de 240 animais, detectaram o DNA
do CVS-2 em 61 amostras, com predominio
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de animais positivos entre 9 a 12 meses de
idade. Rose et al. (2007) ao utilizarem
sémen infectado com CVS-2 para
inseminagdo artificial de porcas SPF
soropositivas para CVS-2 observaram a
infeccdo de fetos durante a gestagdo, assim
como a manifestagdo de desordens
reprodutivas (fetos mumificados).
Entretanto, a transmissdo do CVS por esta
via, ainda ndo esta totalmente comprovada.

3.4. Patogenia

3.4.1. Células alvo e distribuicéo celular
do CVS-2

O DNA ou antigeno do CVS-2 pode ser
detectado numa ampla variedade de células.
O DNA viral foi detectado principalmente
no citoplasma de histidcitos, células gigantes
multinucleadas e outras células da linhagem
mondcitos/macrofagos tais como
macrofagos alveolares, células de Kupffer e
células dendriticas foliculares de tecidos
linféides (Rossel et al, 1999; Allan e Ellis,
2000). Esporadicamente, também é possivel
encontrar o virus no citoplasma de células
epiteliais respiratorias e do rim, células
endoteliais vasculares, linfocitos, células
ductulares e acinares pancreaticas e no
nacleo de mondcitos/macréfagos, células
musculares, hepat6citos e enterdcitos
(McNeilly et al., 1999; Rossel et al, 1999 e
2000). Com o progresso da infecgdo via
plasma e células associadas a viremia,
principalmente mondcitos, o conteudo viral
dentro dos tecidos linfoides diminui e a
infeccdo torna-se sistemicamente distribuida
aos tecidos ndo linféides com a resposta
granulomatosa inflamatéria nesses 6rgaos
resultando em doenca fatal (Krakowka et al.,
2002).

Sabe-se que o CVS-2 ndo carrega sua
prépria polimerase e sua replicacdo depende
da polimerase celular presente no nucleo das
células durante a fase S do ciclo celular
Tischer at al, 1986). Pesquisas mostram que

o tropismo celular do CVS-2 parece mudar
com a idade do suino. Sanchez et al. (2003)
observaram que fetos inoculados aos 57 dias
de gestacdo apresentam altas quantidades de
virus em cardiomiécitos (com alta atividade
mitdtica), sendo também encontrado em
macrofagos e hepatdcitos. Em leitdes
infectados no primeiro dia de nascimento, o
virus pode ser encontrado principalmente em
macrofagos e outros tipos celulares.
Linfécitos T também sdo encontrados
infectados quando suinos sdo inoculados
depois do nascimento (Rossel et al, 1999,
Darwich et al, 2004).

3.4.2. Alteragdes em tecido linféides

A deplecdo linféide em conjunto com
infiltracdo  histiocitica é a principal
caracteristica de SRM (Kiupel et al., 1998;
Rossel at al., 1999, Chianini et al., 2003).
Nos linfonodos a principal alteracdo celular
consiste na diminuicdo de células dendriticas
foliculares, células interdigitais e linfocitos
interfoliculares (Sarli et al., 2001). Também
foi observada uma reducdo ou perda
completa de células B e células CD45
(Chianini et al., 2003). Deple¢des em areas
associadas a células B nos linfonodos tém
sido relacionadas a apoptose induzida pelo
virus. A taxa de deplecdo linféide parece
estar relacionada ao estagio da infeccéo.
Quanto maior o avanco da infeccdo maior a
deplecdo linfoide em areas foliculares
(Rossel et al. 1999; Chianini et al. 2003;
Darwich et al. 2003). Todos esses eventos
levam a crer na existéncia de uma condigdo
de imunossupressdo. Mais especificamente,
0 virus provoca imunossupressdo por
interferir com a apresentagdo de antigenos,
pela inducdo de apoptose principalmente de
células B (Allan e Ellis, 2000), ativacdo das
citocinas, inibicdo da atividade de
componentes do complemento (Segalés et
al., 2001).

Segalés et al. (2001) avaliaram alteracGes na
populagdo de leucocitos periféricos em
suinos infectados com SRM e demonstraram
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haver uma significante diminuicdo do
namero de linfocitos T CD4+ e um
significativo aumento de granuldcitos.
Células B também mostraram dréstica
reducdo, resultado este compativel com a
deplecédo linfoide ocorrida nas areas B. Em
outro estudo, Darwich et al. (2002)
observaram uma diminuicdo do nimero de
linfécitos T, principalmente CD8+ e
CD4+/CD8+ (Segalés e Mateu, 2006) e
linfocitos B e que a quantidade do CVS em
tecidos linféides estava relacionada com a
taxa de deplecdo destes tecidos. A
imunossupressao associada com a infeccdo
por CVS-2 provavelmente leva a alta
incidéncia de outras infeccdes, 0 que sugere
uma inabilidade destes animais em montar
uma resposta imune efetiva para outros
microrganismos, fato esse observado em
rebanhos infectados (Krakowka et al., 2002).

3.5. Resposta imune

Um modelo tipico de infeccdo viral, com
ativa soroconversdo durante a fase de
crescimento tem sido descrito para 0 CVS-2.
Estudos recentes indicam que leitdes perdem
a imunidade materna entre trés a nove
semanas de idade (Rodriguez-Arrioja, 2002)
e apresentam um reaparecimento dos
anticorpos por volta das 13 a 15 semanas,
mantendo os titulos a niveis altos até a idade
de abate (Quintana et al,. 2001; Rodriguez-
Arrioja et al., 2002). Entretanto, Vanderputte
et al. (2001) e Vigre et al. (2003) mostraram
gue o decaimento da imunidade materna
pode variar entre duas semanas a VAarios
meses e 0s anticorpos colostrais podem ser
parcialmente protetores. Porém, ainda que
acontega uma  resposta  imunoldgica
humoral, uma percentagem de suinos de
recria e terminacdo ¢é eficiente na eliminacéo
da infeccdo (Rodriguez-Arrioja, 2002;
Segalés e Domingo, 2002).

Uma leucopenia associada com o0
desenvolvimento da SRM pode ser detectada
antes do aparecimento de sinais clinicos
(Nielsen et al., 2003) pela diminuicdo de

linfocitos B, seguidos pelos linfdcitos T.
Entretanto, animais com sintomas clinicos
raramente apresentam o DNA viral nessas
células (Darwich et al., 2004). A associacao
do virus com os linfocitos parece ser
esporédica e diminui com a idade podendo
ser devido a remocgdo de células virus
positivas  decorrentes da  linfopenia
relacionada as DACVS (McCullough et al.,
2007).

O virus ndo induz morte de células
dendriticas e, ndo h& evidencias de uma
transmissdo de células dendriticas para
linfocitos, mesmo ativados (Vincent et al.,
2003). A associagdo do virus com mondcitos
pode explicar a leucopenia devido a uma
incorreta sinalizacdo das células infectadas,
ineficacia no processamento e apresentacdo
de antigenos aos linfocitos e interferéncia
com a homeostase (Vincent et al., 2005). Em
outros trabalhos as células dendriticas
permanecem  competentes e  podem
apresentar grandes quantidades de antigenos
gue escapam do endossoma (Mc Cullough et
al., 2007). As celulas dendriticas e
macrofagos parecem tolerar o CVS-2
permanecendo inaparente ao sistema imune.
Entretanto, sinais imunomodulatérios
permanecem normais e as células
reconhecem antigenos mediados  por
receptores “toll-like” (Vincent et al., 2005).

3.6. Apresentacdes clinicas, achados
de necropsia e lesbes microscopicas

O CVS-2 tem sido consistentemente
detectado, por varios pesquisadores, em
suinos portadores das doengas associadas ao
circovirus  suino  (DACVS) também
conhecidas como sindrome da circovirose
suina (SCS), que compreendem a sindrome
da refugagem multisistémica (SRM) (Chae,
2004) e a sindrome da dermatite e nefropatia
suina (SDNS) (Rossel, et al. 2000; Olvera et
al., 2004). Outras condicGes relacionadas a
infeccdo pelo virus tais como uma
miocardite fetal e falhas reprodutivas,
doengas do complexo respiratorio suino que
incluem uma pneumonia proliferativa e
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necrosante e uma tragueite necrosante,
tremor congénito e uma enterite (Darwich et
al., 2004) tém sido descritas.

3.6.1. Sindrome  da
multisistémica (SRM)

refugagem

A doenga afeta principalmente animais de 5
a 15 semanas de idade, raramente
apresentando sinais clinicos em animais
lactentes e adultos (Allan e Ellis, 2000;
Segalés e Domingo, 2002). Clinicamente a
doenca caracteriza-se por refugagem
progressiva, baixa condi¢cdo corporal,
depressdo, aumento dos linfonodos, edema
generalizado, dispnéia, ictericia e palidez da
pele, diarréia, Ulcera gastrica, tosse,
distdrbios do sistema nervoso e febre
(Larochelle et al., 1999; Allan e Ellis, 2000;
Tood, 2000; Darwich et al., 2004).

Macroscopicamente, pode ser observada
uma linfadenopatia generalizada, pulmdes
ndo colapsados com areas de consolidagdo
nos lobulos antero-ventrais e atrofia do
timo. Menos freqlientemente, podem ser
observadas hepatite atréfica e lesbes nos rins
(nefrite  intersticial linfohistiocitaria e
pielite) (Allan e Ellis 2000; Darwich et el.,
2003, 2004). Ulceracdo na parte esofagiana
do estdbmago tem sido descrita. Porém,
segundo Allan e Ellis (2000), ndo esta
relacionada a acdo direta do virus sobre o
tecido.

As lesBes microscopicas consistem em
variados graus de deplecdo linfoide,
juntamente com uma infiltracdo de células
gigantes multinucleadas e de
mondcitos/macrofagos (Chae, 2004). As
lesGes linféides sdo observadas em quase
todos os tecidos, incluindo linfonodos,
tonsilas, placas de Peyer’s, baco e timo. Em
alguns casos, corpusculos de inclusdes
intracitoplasmaticos basofilicos contendo
material do CVS-2 podem ser encontrados
em células da linhagem histiocitica (Rossel
et al, 1999). Outros achados histologicos
sdo: pneumonia intersticial linfoistiocitaria

multifocal, graus variados de hepatite,
infiltracdo linfocitica ou linfoistiocitaria
podem ser encontradas no intersticio renal,
atrofia das vilosidades intestinais com
variada regeneracdo de células epiteliais
glandulares ou da cripta (Rossel et al, 1999,
2000; Allan e Ellis, 2000).

3.6.2. Sindrome da dermatite e
nefropatia suina (SDNS)
E uma doenca vascular de causa

imunomediada que acomete leitdes em
crescimento com idade entre 12 a 14
semanas, podendo ser encontrada em leites
terminados com aproximadamente 150 dias
ou mesmo fémeas de reposicdo (Chae,
2005). Caracteriza-se clinicamente por
lesdes hemorragicas multifocais na pele,
edema subcutaneo, baixa condigéo corporal,
progressiva perda de peso, dispnéia,
taquipnéia e palidez de pele (White e
Higging, 1993). As lesGes sdo mais
frequentemente encontradas nos membros
traseiros e abdémen, podendo se disseminar
para o térax, flanco e orelhas (Harding,
2004).

Macroscopicamente, observa-se a presenca
de maculas de coloracdo purpura, bordas
irregulares e papulas que se coalescem na
regido do perineo, membros traseiros,
dianteiros e no abdémen. Com o progresso
da infeccdo, as lesdes envolvem o torax,
flanco e orelhas (Ramos-Vara et al., 1997).
Os rins se encontram aumentados de
tamanho, péalidos e cobertos por uma
hemorragia petequial, de aproximadamente
2 a 4 mm de didmetro (Duran at al., 1997).

As lesdes microscépicas sdo caracterizadas
por uma hipersensibilidade imunomediada
do tipo 3, causada pela deposicdo de
complexos imunes nos vasos e paredes de
capilares glomerulares (Drolet et al., 1999).
Observa-se uma glomerulonefrite
fibrinonecrotica e uma vasculite necrosante
severa (Duran et al., 1997; Choi e Chae,
2001; Choi et al.,, 2002). Nos linfonodos,
podem ser encontradas deplecdo linféide
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com necrose de linfocitos nas regides do
cortex e paracoOrtex e presenca de células
gigantes multinucleadas (Choi e Chae,
2001).

3.6.3. Falhas reprodutivas

A associagdo do CVS-2 a falhas
reprodutivas foi descrita no Canada por
Gauvreau ¢ O’Connor (1999), West et al.
(1999), O’Connor et al, (2001)
respectivamente. Desordens similares foram
descritas em lowa e na Europa por Janke

(2000) e Ohlinger et al. (2000),
respectivamente. As granjas afetadas
apresentaram casos de  abortamento,

aumento do numero de natimortos e
mumificados, apresentando quantidades
variadas de antigenos em tecidos fetais e
lesbes cardiacas de leitbes com quadro de
miocardite. Pesquisas tém concluido que as
doencas reprodutivas associada com o CVS-
2 podem ser uma manifestacao clinica, mais
recente, causadas pelo virus.

3.6.4. Doencas do complexo respiratorio
suino (DCRS)

As doencas do complexo respiratério suino
sdo um problema na fase de crescimento
com idade em torno de 16 a 22 semanas.
Podem ser caracterizadas por menor
desenvolvimento, aumento da conversao
alimentar, letargia, anorexia, febre, tosse e
dispnéia (Thacker, 2001). A pneumonia
observada pode ser devido a uma
combinagdo de agentes bacterianos e virais
tais como CVS e sindrome reprodutiva e
respiratoria dos suinos (SRRS), virus da
influenza suina  (VIS), Mycoplasma
hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniae e Pasteurella mutocida
(Halbur, 1998; Thacker, 2001). A
identificagdo do CVS-2 em casos de uma
pneumonia proliferativa necrosante por Ellis
et al. (1999b) e a constante deteccdo do
virus em casos da DCRS, examinados na
Coréia, sugerem sua participagdo direta no

desenvolvimento das doengas (Kim et al,
2003), embora também possa estar
envolvido um sinergismo com outros
patégenos  causadores de  doengas
respiratorias. Em  50% dos  casos
diagnosticados do complexo respiratorio
apresentavam a participacdo do CVS-2 e do
virus causador da SRRS. Infeccdes
experimentais utilizando os dois agentes
induziram a lesBGes pulmonares e problemas
respiratérios mais severos (Allan et al.,
2000b).

3.6.5. Tremor congénito

O tremor congénito afeta animais lactentes,
com sinais clinicos amplamente variaveis e
caracterizados por tremores de intensidade
média a severos. O numero de leitGes
afetados pode ser consideravel dentro de um
rebanho. Tremores severos podem levar a
morte durante a primeira semana de idade
por inanicdo. Leitdes com idade acima de
uma semana podem Se recuperar mas nao
acompanham o crescimento normal da
leitegada. Os tremores sdo bilaterais e
afetam a musculatura esquelética podendo
se acentuar por estimulos externos tais como
barulhos subitos ou frio excessivo. Sao
somente observadas lesGes em casos severos
de tremores com retardo da deposi¢do de
mielina na medula espinhal, porém ndo se
tem demonstrado a presenca do virus em
células deste tecido (Lukert, 1999). A
associacdo do CVS-2 em casos de tremor
congénito é controversa. Hines e Lukert
(1994) foram os primeiros a dscreverem
essa associacdo e Stevenson et al. (2001),
identificaram o &cido nucléico do CVS-2 no
cérebro e medula espinhal de leitbes
afetados. Porém, estudos mais recentes,
como o desenvolvido por Kennedy et al.
(2003), ndo comprovam a hipétese do
envolvimento do CVS-2 na doenga.

3.6.6. Enterites

Quadros de uma enterite granulomatosa
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podem ser observados em manifestagGes
clinicas de circovirose suina. Os casos
geralmente estdo associados a uma taxa de
morbidade que pode variar de 10 a 20% e
mortalidade entre 50 a 60%. A doenga
ocorre em suinos com idade entre 40 e 70
dias e os sinais clinicos observados sdo uma
diarréia que no inicio apresenta uma
coloragdo amarelada que se torna bastante
escurecida. Ocorre uma diminuicdo do
crescimento dos animais e tratamento com
antibiéticos geralmente ndo apresenta
eficiéncia. As lesdes histopatoldgicas
predominantes caracterizam-se por uma
inflamacdo granulomatosa e deplegdo
linféide nas placas de Peyer localizadas por
todo o intestino. Nenhuma outra lesdo
microscopica tem sido encontrada em outros
orgaos (Chae, 2005).

3.7. Associacdo com outras infecgdes

Infeccdbes com  CVS-2 tém  sido
freqlentemente observada em combinacédo
com outros agentes bacterianos e virais tais
como o virus da sindrome reprodutiva e
respiratoria dos suinos (SRRS), virus da
influenza suina, parvovirus suino (PVS),
Haemophilus  parasuis,  Actinobacillus
pleuropneumoniae, Streptococcus suis e
Mycoplasma hyopneumoniae (Kim et al.,
2002; Pallares et al., 2002), causando sinais
clinicos e lesbes mais severas que as
apresentadas por animais infectados somente
infectados com o CVS-2 (Allan et al.,
2000b; Ellis et al., 2000; Krakowka et al.,
2000; Opriessnig et al., 2004). Infecgbes por
Lawsonia intracellularis (Segalés et al.,
2001) e Cryptosporidium parvum (Nufiez et
al.,, 2003) foram descritas em casos de
enterite granulomatosa causada pelo CVS-
2.

InfeccBes onde o Unico agente detectado foi
0 CVS-2 somente foram encontradas em
15% dos casos onde ocorre a manifestacdo
da SRM. Estas infeccbes podem muitas
vezes dificultar o diagndstico ou causar
sinais clinicos e lesdes mais severas (Allan

et al., 2000b; Ellis et al., 2000; Krakowka et
al.,, 2000; Opriessnig et al., 2004). A
presenca do CVS-2, encontrada em
associacdo com outros agentes tem levado
alguns autores a sugerir que uma variedade
de agentes pode compartilhar um
mecanismo comum e afetar o sistema imune,
permitindo a progressdo da infeccdo pelo
CVS-2 em sindrome (Krakowka et al., 2001;
Kim et al., 2003). Aumento da mortalidade
devido a uma Unica ou mdltipla infeccdo
concorrente foi observado em suinos nas
fases iniciais e finais de crescimento (Kim et
al., 2002), contribuindo com um aumento de
mortalidade de 1-2% a 10-25% quando
outros fatores permanecem inalterados
(Chae, 2004).

3.8. Diagnostico

3.8.1. Sindrome da
multissistémica (SRM )

refugagem

Para o diagnostico de um animal com a
SRM deve-se obedecer trés critérios
principais: 1) presenca de sinais clinicos
compativeis; 2) presenca de lesbes
microscopicas caracteristicas; 3) detec¢do
do CVS-2 nas lesdes. O uso destes trés
critérios separadamente é insuficiente para o
diagnostico da sindrome (Sorden, 2000;
Chae, 2004) j& que o CVS-2 pode ser
encontrado em animais com e sem sinais
clinicos da SRM e uma infecgdo subclinica
ocorre na maioria das granjas (Segalés e
Domingo, 2002).

Segalés et al. (2003) observaram que em
rebanhos com boas praticas de producédo
apresentavam indices de mortalidade baixos
e pequeno numero de animais refugos,
devido a presenca da SRM, doengas
entéricas, falhas no manejo ou nutrigdo. E
devido & necessidade de diferenciar entre
um plantel com SRM de um diagndstico
individual de um suino com a sindrome,
estabeleceu no International Pig Veterinary
Society, 2004, cinco critérios para o
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diagnéstico de rebanho.

1) ocorréncia de casos clinicos,
caracterizados principalmente por perda de
peso progressiva em elevado nimero de
animais. Esse fato requer o levantamento do
histérico da granja e comparagao do nimero
de animais refugos més a més; 2) aumento
da taxa de mortalidade de no minimo 5%,
que a encontrada normalmente na granja.
Muitas vezes, a avaliagdo da taxa de
mortalidade devera ser realizada por
métodos estatisticos; 3) confirmacdo de
casos individuais de SRM, através de uma
amostragem estatisticamente significativa de
animais do rebanho; 4) levantamento da
presenca e prevaléncia de patégenos que
podem resultar no diagnostico diferencial
com a SRM; 5) obtencdo de diagndstico
histopatoldgico positivo em pelo menos
cinco animais do rebanho.

3.8.2.  Sindrome da
nefropatia suina (SDNS)

dermatite e

Casos da SDNS sdo esporadicos dentro de
um rebanho, acometendo menos de 0,5% de
um determinado grupo de animais. O
diagnostico é baseado na presenca do CVS-
2 dentro das lesGes de pele, rim ou tecidos
linfides e presenca de sinais clinicos
compativeis (Brito et al., 2002).

3.8.3. Falhas reprodutivas

O envolvimento do CVS-2 em casos de
aborto e mumificacdo fetal pode ser
confirmado pela presenca de lesGes
histopatol6gicas caracterizadas por uma
miocardite linfohistiocitaria fetal, e/ou uma
fibrose do miocardio e visualizagdo de
abundante quantidade de antigeno viral nas
lesGes (Kim et al., 2004).

3.8.4. CVS-2 associado a casos de
pneumonia

Casos de pneumonia sdo comuns em leitdes

infectados com o CVS-2. Porém, grande
parte dos animais, também s&o co-infectados
com outros agentes bacterianos oportunistas,
como 0 Mycoplasma hyopneumoniae,
Haemophilus  parasuis,  Actinobacillus
pleuropneumoniae ou Pasteurella mutocida.
Para o diagndstico da pneumonia associada
a0 CVS-2  deve-se encontrar na
histopatologia uma pneumonia necrotizante
e Dbronquiolite ulcerativa, bronquiolite
obliterante fibrosa, inflamacéo e fibroplasia
na lamina propria e em  &reas
peribronquiolares e inflamacéo
granulomatosa no septo alveolar (Kim et al.,
2003).

3.8.5. Enterites

O diagnéstico de uma infeccdo com CVS-2
associado a uma enterite granulomatosa
pode ser realizado com base em trés
critérios: 1) presenca de diarréia, 2) lesdes
microscopicas localizadas nas placas de
Peyer, mas ndo nos linfonodos, 3) presenca
do CVS-2 nas lesBes. Caso sejam
observadas lesbes microscopicas da SRM
nos linfonodos, o caso deve ser
diagnosticado como de SRM (Kim et al.,
2004).

3.8.6. Técnicas utilizadas para o
diagnostico

A deteccdo do virus pode ser realizada pelas
técnicas de cultivo  wviral, PCR,
imunoistoquimica, hibridizagdo in situ ou
indiretamente pela deteccdo de anticorpos
utilizando métodos soroldgicos (Calsamiglia
et al., 2002; Segalés e Domingo, 2002).

A imunoistoquimica e a hibridizac&o in situ
sdo as técnicas mais utilizadas na rotina
laboratorial para a deteccdo do CVS-2. Elas
permitem localizar o virus em infecg¢fes dos
tecidos ou de células, fornecendo detalhes da
arquitetura celular e tissular, de modo que, a
presenca do CVS-2 em lesdes pode ser
estudada em um mesmo campo (Choi et al.,
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2000). Muito embora a utilizacdo da
hibridizagdo in situ tenha, recentemente, se
tornado importante ferramenta para o auxilio
no processo de diagnostico da circovirose
suina, 0 uso da técnica permanece ainda
restrito, devido a sua complexidade técnica e
alto  custo, principalmente,  quando
comparada a imunoistoquimica (Kim e
Chae, 2002 a,b).

A PCR tem mostrado ser uma técnica mais
sensivel que a hibridizacdo in situ, podendo
ser utilizada para deteccdo do DNA do CVS-
2 em  tecidos contendo lesGes
histopatoldgicas da sindrome (Kim e Chae
2001b, c). A vantagem da PCR é poder
realizar a deteccdo do DNA do CVS-2 em
amostras coletadas de animais vivos, tais
como sangue, fezes, urina, suabes nasal,
oral, retal, ocular, tonsilar e sémen
(Krakowka et al., 2000; Larochelle et al.,
2000; Margar et al., 2000; Shibata et al.,
2003). A utilizagdo da PCR, juntamente com
a interpretacdo conjunta de resultados
fornecidos pela andlise histopatologica dos
tecidos pode ser uma alternativa para o
diagnostico da sindrome (Chae, 2004).

Varias técnicas para a deteccdo de
anticorpos contra o CVS-2 foram
desenvolvidas: imunofluorescéncia indireta,
ELISA e imunoperoxidade em
monocamadas de células (IPMC). Essas
técnicas podem ser utilizadas para avaliar a
presenca de anticorpos nos plantéis, embora
a deteccdo de anticorpos  séricos
isoladamente ndo constitua indicio da
circovirose suina. O fato de haver uma
ampla distribuicdo do CVS-2 e do perfil de
soroconversdo ser relativamente similar
entre granjas com ou sem sinais clinicos,
dificulta o diagnéstico da SRM por métodos
sorolégicos (Segalés e Domingo, 2002).
Entretanto, técnicas soroldgicas vém sendo
empregadas para estudos epidemiol6gicos
visando correlacionar titulos de anticorpos e
viremia em animais naturalmente infectados
pelo CVS-2 (Alborali et al., 2003; Brunborg
et al., 2004, Segalés et al., 2005; Carasova et

al., 2007), determinar a influéncia de
anticorpos maternais no desenvolvimento
das infeccGes experimentais com o CVS-2
(Caprioli et al., 2003), deteccdo do CVS-2
no soro de fetos e recém nascidos (Farnham
et al., 2003), correlacdo entre a presenca de
anticorpos neutralizantes e protecdo contra a
replicacdo do virus e desenvolvimento das
DACVS  (Meerts et al, 2006),
acompanhamento do status soroldgico de
suinos infectados naturalmente desde o
nascimento até o abate (Mclntosh et al.,
2006), estudos sorolégicos comparativos de
rebanhos com e sem a sindrome (Larochelle
et al., 2003; Sibila et al., 2004), efeito dos
titulos sorolégicos de porcas infectadas na
mortalidade leitdes lactentes (Hassing et al.,
2006), deteccdo do CVS-2 no soro e relagdo
com o perfil de eliminagdo (Shibata et al.,
2003).

3.9. Medidas de
circovirose suina

controle da

As principais medidas de controle para
DACVS sdo baseadas na correcao de fatores
de manejo, boas medidas de higiene e
biosseguranca, diminuicdo de fatores de
risco e reducdo de fatores estressantes aos
animais. N&o existe nenhum tratamento
eficaz para o controle da sindrome. Na
pratica, vem sendo utilizadas vacinas e
antimicrobianos de amplo  espectro,
adicionados & ragdo ou injetaveis, para
diminuir os efeitos provocados pela infec¢éo
com patogenos causadores de doengas
respiratorias e digestivas, freqlientemente
associados a infeccdo pelo CVS-2. Os
melhores resultados vém sendo alcangados
adotando-se mudangas no manejo, baseadas
principalmente no postulado constituido por
20 pontos, publicado por Madec et al.
(2001), obtendo uma diminuicdo da
mortalidade e de perdas econdmicas. Em
resumo, as recomendacdes propostas podem
ser descritas em 4 regras principais:

1) Limitar o contato entre suinos - Sabe-se
que o virus pode ser transmitido pelo contato
entre suinos. Evitar misturas entre lotes de

24



idades e origens diferentes ajuda a limitar a
prevaléncia da doenca dentro do rebanho.
Diminuicdo do contato direto e indireto,
(utilizacdo de instrumentos cirurgicos, fezes
ou pessoas), também deve ser adotada. A
transmissdo  acontece  freqlientemente
quando se agrupam um grande nimero de
suinos em baias grandes.

2) Diminuir as condi¢Oes de estresse - A
exposicdo ao estresse fisico (variagdo de
temperatura, excesso de gases e correntes de
ar) ou excesso de exposicdo a
microrganismos patdgenos causa maior
stress ao sistema imune. A superativagdo do
sistema imune pode levar ao
desenvolvimento da sindrome, a menos que
haja um alto nivel de anticorpos colostrais.
3) Boas condigfes de higiene - A limpeza e
desinfeccdo de prédios e instrumentos, uso
de desinfetantes adequados e manejo “todos
dentro, todos fora” podem reduzir a
prevaléncia da doenca.

4) Boa nutricdo - Fornecimento de uma
nutricdo adequada para o crescimento do
animal e desenvolvimento do sistema imune.
Fornecimento de colostro nas primeiras
horas de vida e apds a desmama, estimular
os leitBes a ingerir dietas de alta qualidade e
com altos niveis de antioxidantes que
auxiliam o desenvolvimento e acdo do
sistema imune.

Para atingir esses quatro pontos, torna-se
necessario a adocao de varias outras acdes
visando alterar medidas de manejo e
ambiente: limitar a mistura de suinos,
diminuicdo ou abolicdo da transferéncia
cruzada ap6s 24 horas de nascimento dos
leitBes, redugdo do tamanho e utilizagdo de
divisdes soélidas entre as baias, reduzir,
diminuir a densidade animal, nutricdo
adequada, aumento do acesso a alimentagao,
adequado fornecimento de colostro, ndo
cortar os dentes de leitdes, controle de
temperatura e ventilacdo, uso de uma “baia
hospital”’, descarte de animais mortos,
politica de tratamento ou manutencdo de
animais doentes, boa qualidade e correta
circulagdo de ar pelas instalaces,

tratamento de porcas contra parasitas antes
do parto, implementar medidas mais
rigorosas de higiene, limpeza e desinfecgao
eficaz, desinfeccdo do ar e da agua (Madec
et al., 2001).

A técnica de soroterapia pode ser utilizada
para a prevencdo e controle da SRM. Para
sua realizagdo tem sido coletado soro de
animais em fase final de crescimento (acima
de 90 kg) e aplicado em leitdes ap6s a
desmama ou quando se inicia os sinais
clinicos da sindrome (Madec et al., 2001).
Na prética, essa técnica tem sido cada vez
menos utilizada, devido a grande proporcéao
de resultados insatisfatérios,  baixas
condicdes de higiene ao se processar 0 Soro
dentro de uma granja e possivel risco de
disseminacdo de outras enfermidades.

O papel da nutricdo e da utilizacdo de
substancias  antioxidantes  também  é
importante para a manutencdo da salde dos
animais. Varios plantéis tém se beneficiado
da utilizacdo de ragdes adicionadas de altos
niveis de substancias antioxidantes que
neutralizam os radicais livres, responsaveis
pelo ataque a membranas celulares e
comprometimento do sistema imune (Madec
et al, 2001). A vitamina E tem sido
associada as fungdes reprodutivas, nervosas,
circulatérias, musculares e atuacdo no
sistema imune, sendo essencial para o
funcionamento das células dos animais.
Pesquisas tém demonstrado que o status do
sistema imune de ratos, galinhas e leitdes
podem ser favorecidos ao se utilizar dietas
com altos niveis de vitamina E. Experimento
realizado por Babinszky et al. (1991),
mostrou que os niveis de vitamina E no
colostro ou leite podem ser aumentados
guando altos niveis de vitamina E sdo
adicionados a ragdo de porcas gestantes ou
em lactacdo. Este fato pode favorecer o
status imunol6gico de leitBes lactentes.
Resultado semelhante foi encontrado por
Baekbo e Hassing (2003), gue observaram
que grupos de leitdes com 0 a 1/mg de
vitamina E/L de sangue apresentavam
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14,6% de mortalidade, e grupos de leitdes
com niveis maiores que 3/mg de vitamina
E/L de sangue apresentavam 6,7% de
mortalidade.

As vacinas contra o CVS-2 vém sendo
apontadas como uma das mais seguras e
poderosas ferramentas para prevencdo de
surtos da circovirose suina (Joisel et al.,
2006). Paises da América do Norte e Europa
vém utilizando alguns tipos de vacinas que
tem alcancado resultados satisfatorios.
Nesses paises tem-se trabalhado com duas
principais linhas de vacinagGes: vacinas
utilizadas na imunizacdo de matrizes,
visando a transferéncia de anticorpos
maternais e vacinas utilizadas para
imunizagdo de leitdes. Recentemente, foi
lancada no Brasil, uma vacina comercial
para ser utilizada na imunizagéo de matrizes,
mas o0s resultados a campo ainda ndo sdo
muito bem conhecidos.

A vacinacdo de matrizes vem sendo
realizada ha mais de um ano e meio na
Franca e Alemanha, utilizando uma vacina
inativada. Para a circovirose suina, sabe-se
que a imunidade passiva recebida pelo leitdo
é suficiente para que os animais se tornem
parcialmente protegido de uma infeccdo
pelo CVS-2 e suficiente para proteger o
animal contra mortalidade (Allan et al.,
2002; McKewon et al., 2005; Ostanello et
al., 2005; Calsamiglia et al., 2006) e
manifestacdo de sinais clinicos (Rodriguez-
Arrioja et al., 2002; Rose et al., 2003; Sibila
et al., 2004), mesmo porgue quando 0s
niveis de anticorpos maternos declinam, a
doenca se manifesta. A vacinacdo de
matrizes seis e trés semanas antes do parto
levou, em algumas granjas, a uma
diminuicdo de mortalidade de até 50% em
animais de creche e terminagao (Joisel et al.,
2006). Leitbes nascidos de matrizes ndo
vacinadas e com baixos niveis de anticorpos
apresentam uma duracdo da imunidade
materna variando entre trés a oito semanas
de idade. Porém, leitbes nascidos de porcas
vacinadas e com passagem de altos niveis de

anticorpos colostrais podem levar a uma
duracdo de anticorpos passivos por até 10 a
15 semanas, sendo que estes apresentam
atividades soroneutralizantes. Mesmo a
duracdo da protecdo conferida aos leitbes,
pela vacinagdo de matrizes, descrita como
limitada por algumas semanas, estudos
demonstraram que a soroconversdo pode
ocorrer entre seis e 15 semanas de idade dos
leitbes (Halbur e Opriessning, 2004;
Charreyre et al., 2005). Portanto a
imunidade passiva poderia proteger o leitdo
na fase de maior infeccdo viral (creche),
visto que a doenca afeta principalmente
animais de cinco a 16 semanas de idade
(Larochelle et al., 1999; Allan et al., 2000a;
Tood, 2000; Darwich et al., 2004).

Vérios tipos de vacinas tém sido utilizadas
em protocolos de vacinagdes de leitdes, mas,
nem todas as técnicas demonstram bons
niveis de protecdo contra desafios. A
vacinagdo de leitbes vem  sendo
acompanhada em alguns paises da Europa e
América do Norte utilizando vacina
inativada quimérica preparada a partir do
gene da ORF2 do CVS-2 clonado no
genoma do CVS-1 (considerado ndo
patogénico para suinos). A vacinacdo €
realizada em leitdes de trés a quatro
semanas de idade, com uma Unica dose. A
vacina se adaptou bem para imunizagdo de
leitbes provenientes de granjas que
apresentam passagem de baixos niveis de
anticorpos colostrais contra CVS-2, devendo
a vacinacdo ser realizada quando a
imunidade maternal esta em declinio.
Animais vacinados apresentaram menor
manifestacgdo de sinais clinicos da
circovirose suina e, reducdo de lesdes
histopatoldgicas. A vacina se mostrou
bastante segura e ndo apresentou risco de
reversdo de viruléncia causada por
alteracdes na sequéncia de nucleotideos ou
recombinacdo da amostra vacinal com virus
de campo, fato esse observado na utilizagdo
de algumas vacinas quiméricas vivas.

Vacinas utilizadas na imunizacdo de leitbes
estdo em processo de avaliacdo pelo
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Ministério da Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), para registro no
Brasil, devendo estar disponiveis em breve
no mercado brasileiro.

No Brasil, foram utilizadas vacinas
autégenas, produzidas  por  alguns
laboratérios particulares, tem se tornado
uma pratica bastante difundida para auxiliar
no controle da circovirose suina. Assim,
como na utilizagdo de vacinas comerciais,
existem protocolos para imunizacdo de
leitbes e matrizes, sendo o0s resultados
positivos em boa parte das granjas onde as
vacinas autdgenas estdo em uso. As vacinas
sdo preparadas a partir da coleta de 6rgaos
de animais na fase inicial da doenga, onde
existe uma grande concentragdo do CVS-2
distribuido em 6rgdos linféides. O uso de
vacinas autdgenas para controle da
circovirose tem auxiliado na reducdo de
mortalidade e diminuicdo de sinais clinicos
da sindrome (Costa et al., 2007). Entretanto,
em 2008 o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento proibiu o uso de
vacinas autdgenas, medida essa que
contribuiu para que a industria de producéo
de suinos buscasse novos métodos de
controle da enfermidade.

CAPITULO 2

PERFIL SOROLOGICO, VIREMIA
E EXCRECAO DO CIRCOVIRUS
SUINO 2 (CVS-2) EM ANIMAIS
NATURALMENTE INFECTADOS
PERTENCENTES A GRANJAS
COM OU SEM A CIRCOVIROSE
SUINA

RESUMO

O estudo da excrecdo, viremia do CVS-2 e
perfil sorologico foi realizado em um
rebanho sem (G1) e outro com (G2) animais
manifestando a sindrome da refugagem
multissistémica (SRM). Foram coletadas

amostras de suabes nasal e retal, sangue
total e soro de 40 matrizes, leitbes de
maternidade, creche, recria e terminacdo. Os
suabes e sangue foram submetidos a técnica
da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e
as amostras de soro foram testadas por
imunoperoxidase indireta em monocamada
de células (IPMC). O perfil sorol6gico dos
rebanhos com e sem a presenca da sindrome
mostrou-se  diferente,  podendo  ser
caracterizado por uma menor taxa de
anticorpos em leitdes de 25 a 40 dias na G2
e aos 70 a 80 dias na G1. A deteccdo do
DNA do CVS-2 foi mais freqlente em
amostras de suabes de suinos provenientes
de granja com sinais clinicos podendo ser
indicativo de uma maior circulacdo do virus.
Os niveis de anticorpos e uma contaminacao
do ambiente com o CVS-2 parecem ser
fatores importantes para a ocorréncia da
SRM, visto que, sdo diferentes nas duas
granjas analisadas.

Palavras chave: Circovirus suino 2, perfil
sorolégico, eliminacdo, diagndstico, PCR

ABSTRACT

A comparative PCV-2 serology, shedding
and viremia study was performed in pigs
from herds with and without postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS).
In each herd, 40 nasal and faecal swabs,
serum and blood samples were collected at
15-30 days intervals from pigs from 8 to 120
days of age and sows. Swabs and blood were
evaluated for the presence of nucleic acid of
PCV2 by polymerase chain reaction (PCR)
as well as for the presence of antibodies
specific for PCV2 in serum by
immunoperoxidase monolayer assay
(IPMA). Serologic profiles for PCV-2 were
very different in two herds and were
characterized by a gradual decrease in
antibody at 25 to 40 days in G2 and at 70 to
80 in G1. The PCV-2 DNA detection was
more frequent in swabs samples from pigs of
PMWS herd, wich may indicate a PCV-2
circulation. Antibodies levels appear to
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influence the occurrence of disease, since
titers were different in pigs from two herds.

Keywords: Porcine circovirus 2, serologic
profiles, shedding, diagnosis, PCR.

1. INTRODUCAO

Circovirus suino tipo 2 (CVS-2) é o agente
responsavel pela sindrome da refugagem
multissistémica (SRM), causadora de graves
prejuizos em decorréncia do aumento da
mortalidade po6s-desmame, diminuicdo do
desempenho dos animais e aparecimento de
altas taxas de refugagem. Ensaios
soroldgicos indicam que o agente encontra-
se amplamente disseminado em rebanhos
suinos de todos os continentes, com uma
soroprevaléncia em torno de 100% na idade
de abate (Larochelle et al., 2003; Lopéz-
Soria et al., 2005). Entretanto, o nimero de
animais soropositivos e a distribuicdo dos
titulos de anticorpos podem variar de
rebanho para rebanho de acordo coma idade,
fase de producdo e manifestacdo de sinais
clinicos da SRM (Larochelle et al., 2003).

Sabe-se que o virus encontra-se disseminado
em quase 100% dos rebanhos comerciais
mundiais, sendo a maioria dos animais se
infecta durante algum ponto da fase de
crescimento (Larochelle et al., 2003), com
ou sem a observacdo da ocorréncia da
sindrome. Para a manifestacdo da SRM,
destaca-se a  existéncia de  fatores
desencadeantes como co-infecgbes com
agentes bacterianos e virais tais como o
virus da sindrome reprodutiva e respiratéria
dos suinos (SRRS), virus da influenza suina,
parvovirus suino (PVS), Haemophilus
parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Streptococcus  suis e Mycoplasma
hyopneumoniae (Kim et al., 2002; Pallares
et al., 2002), ou co-fatores como
imunizagbes e estresse (Krakowka et al.,
2001).

Estudos demonstram que o DNA do CVS-2
pode ser detectado em amostras de suabes
nasais, retais, tonsilares (Caprioli et al.,
2006) e oculares, na orofaringe, secrecdo
bronquial, urina e em fezes (Bolin et al
2001; Shibata et al., 2003; Sibila et al.,
2004; Segalés et al., 2005), podendo ser,
essas vias, utilizadas para estudo da
circulagdo e eliminagdo viral de rebanhos
que apresentam ou ndo sinais clinicos da
SRM. A transmissédo do CVS-2 por
secrecdes nasais ou aerossoOis foi apontada
como principal via de transmissao horizontal
(Krakowka et al., 2000; Shibata et al., 2003;
Caprioli et al., 2006). Trasmissao vertical foi
sugerida por West et al. (1999) e O’Connor
et al. (2001) ao isolarem o CVS-2 em fetos
abortados e recém-nascidos e por Bogdan et
al. (2001) ao detectarem o virus em
neonatos.

Em funcdo da  necessidade do
desenvolvimento de mais estudos sobre a
eliminacgdo, viremia e perfil sorolégico de
granjas com o CVS-2, os objetivos desse
trabalho foram (1) realizar o estudo da
cinética da eliminacdo viral e circulacdo do
CVS-2 nas diversas fases de producdo de
suinos de duas granjas positivas para a
presenca do patégeno, uma com e outra sem
sinais clinicos da circovirose suina; (2)
estudar a curva de titulos de anticorpos; (3)
acompanhar alguns indices zootécnicos e
medidas de manejo aplicadas em cada uma
das granjas tentando correlacionar com a
distribuicdo do virus; (4) comparar a
eliminacéo viral, perfil sorologico e medidas
de manejo adotadas nas duas granjas
estudadas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacdo das
estudadas

granjas

Foram selecionadas para estudo duas
granjas com producdo em ciclo completo e
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criagdo de suinos em um Unico sitio,
localizadas em dois municipios no estado de
Minas Gerais. A Granja 1 (G1 SRM-)
possuia um plantel constituido de 550
matrizes e localizava-se no municipio de
Esmeraldas. A propriedade foi caracterizada
como positiva para a presenca de CVS-2
pela realizacdo de uma nested-PCR em
amostras de tecidos de dois animais
necropsiados na prépria granja e, durante o
momento do estudo, ndo apresentou animais
com sinais clinicos ou histérico de
ocorréncia da sindrome.

A Granja 2 (G2 SRM+) era constituida por
um plantel de 500 matrizes e localizava-se
no municipio de Parda de Minas. O
diagndstico da SRM na granja foi baseado
em quatro critérios: (1) técnica de nested-
PCR em amostras de tecidos coletados de
animais de 80 dias de idade; (2) visualizacdo
de sinais clinicos da sindrome no momento
em gue se iniciou o experimento (presenca
de elevado nimero de leitBes refugos na
fase de recria, aumento de linfonodo
inguinal, palidez de pele, tosse e dificuldade
respiratoria); (3) lesbes encontradas na
necropsia (rins palidos e com petéquias,
hiperplasia de polpa branca no bago,
linfonodos aumentados de volume e
hemorragicos) e, (4) lesdes histopatolégicas
tais como: nefrite intersticial linfoistiocitaria
multifocal e presenca de células gigantes
multinucleadas, deplecdo linféide moderada
e discreta proliferacdo de macréfagos no
baco e linfonodos, broncopneumonia
intersticial aguda com infiltrado de
macrofagos, hiperplasia de placas de Peyer
com intensa proliferacdo de macréfagos.

2.2. Animais estudados

Devido a auséncia de estudos prévios de
prevaléncia da infeccdo do CVS-2 no Brasil
na ocasido do delineamento experimental
deste estudo, para estimar o numero de
animais a serem amostrados, considerou-se
uma prevaléncia minima de 10% de animais

eliminando  virus, sendo  amostrados
aleatoriamente, num periodo de 48 horas em
cada granja, 40 animais de cada categoria,
para se obter 95% de intervalo de confianca
na deteccdo de pelo menos um animal
positivo (Martin et al., 1987). Foram
amostradas 40 matrizes (20 em periodo de
lactacdo e 20 em gestacdo), 40 leitbes no
setor de maternidade (8 a 19 dias de idade),
40 leitdes na fase de creche (25 a 40 dias de
idade), 40 leitdes na recria (70 a 80 dias de
idade) e 40 leitbes no setor de terminacdo
(100 a 120 dias de idade) em cada uma das
granjas. Houve um intervalo de oito meses
entre a realizacdo das coletas em cada
granja.

2.3. Material coletado

2.3.1 Suabes

Amostras de ceélulas e secregdes nasais
foram obtidas pela introducdo de um suabe
na narina. Células e fezes da regido retal
foram obtidas pela introducdo de suabe no
reto. O material coletado foi imerso em
solucdo de PBS (3.2 mM Na,HPQO,, 0.5 mM
KH,PO,, 1.3 mM KCI, 135 mM NaCl, pH
7.4) acrescido de 100U/ml de penicilina e
0.1mg/ml de estreptomicina e identificado.
A aliquota resultante foi armazenada a -
20°C até 0 momento do uso para pesquisa
da presenca do CVS-2 pelo teste de nested-
PCR.

2.3.2 Sangue e Soro

As amostras de sangue (8 mL) foram
coletadas na veia cava cranial ou veia
jugular em tubos de soro identificados de 10
mL. Uma parte do sangue total foi
misturado @ uma solucdo de anticoagulante
(EDTA) e submetido ao teste de PCR para
pesquisa do virus. Qutra parte foi coletada
em tubos sem anticoagulante e o soro obtido
testado para presenca de anticorpos anti-
circovirus  suino  pelo  teste de
imunoperoxidase indireta em monocamada
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de células (IPMC).
2.4. Analise laboratorial

2.4.1. Suabes nasais e retais

Os tubos contendo tampdo PBS, com o0s
respectivos suabes, foram processados de
acordo com o protocolo descrito por Ellis et
al. (1999a), com algumas modificagGes: 500
uL da amostra homogeneizada foi separada
e centrifugada a 8.500 g, a uma temperatura
de 4°C. O sobrenadante foi removido e o
sedimento ressuspendido em 500 uL de um
tampdo de digestdo (10 mM Tris pH 8,5; 1
mM de EDTA,; 0,5% Tween 20, 50 mg de
proteinase K). O preparado foi incubado a
56°C por quatro horas e, posteriormente,
aquecido a 95°C por oito minutos para
inativacdo da proteinase K. As amostras
processadas foram armazenadas a -20°C até
a extracdo do acido nucléico.

2.4.2. Sangue

As amostras de sangue total foram
armazenadas a 4°C e 0 DNA extraido em um
periodo de 24 horas apds realizada a coleta,
como descrito no item 2.5.1.

2.4.3. Soro

A amostra de sangue total, coletada sem a
presenca de uma solugdo de anticoagulante
foi centrifugada a 8.500 g, por 15 minutos, a
temperatura ambiente, para separacdo do
soro da fragdo celular do sangue. O soro
obtido foi estocado a -20°C até o momento
do uso, como descrito no item 2.5.2..

2.5. Extracdo do DNA

2.5.1. Amostras de suabes

A técnica utilizada para a extracdo do DNA
foi descrita de forma detalhada no Anexo 1.

Em resumo, o DNA foi extraido utilizando a
técnica  com  fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1) (pH 7,8 - 8,0), de
acordo com protocolo publicado por
Sambrook et al. (1989).

2.5.2. Amostras de sangue total

A técnica utilizada para a extragdo do DNA
foi descrita de forma detalhada no Anexo 1.
Resumidamente, para extracdo do DNA das
amostras de sangue, utilizou-se o kit
comercial Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega Corporation), de
acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante.

2.6. Teste de nested PCR (nPCR)

A técnica da nPCR utilizada foi descrita de
forma detalhada no  Anexo 1.
Resumidamente, amostras de suabes e
sangue foram analisadas, pela nPCR,
utilizando pares de iniciadores espécie-
especifica para a deteccdo do CVS-2. Para a
reacdo externa foram utilizados os
iniciadores descritos previamente por Ellis et
al. (1999a), os quais amplificam um
fragmento de 481 pares de bases: 5’-
CGGATGTTGTAGTCCTGGTCG-3” ¢ 5°-
ACTGTCAAGGCTACCACAGTCA-3’. Os
iniciadores utilizados na reacdo interna
foram descritos por Kim e Chae (2001a), e
amplificam um segmento de 225 pares de
bases: 5°-G ATTGTATG GCGGGAGGAT-
3’, e o antisenso 5-AT TGACGAT
TTGTTCCCCC-3’. A amplificacdo foi
realizada no volume final de 20 pl utilizando
1,25 mM MgCl, 1X tampédo PCR, 200 uM
de cada dNTP, 10,00 uM de cada primer e
2,5 U de Taq DNA polimerase e H,O g.s.p.
Ambas as reagcbes foram realizadas
utilizando 35 ciclos, aquecimento 95° C por
um min., 65° C por um min, 72° C por um
min. A reacdo finalizou-se com uma etapa
de extensdo a 72° C por 10 min.
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2.7. Teste de Imunoperoxidase
indireta em monocamada de células
(IPMC)

A técnica de IPMC utilizada foi descrita de
forma detalhada no Anexo 1. Brevemente,
células PK15 infectadas com uma suspenséao
viral de CVS-2, obtido a partir de tecidos de
animais com sinais clinicos de circovirose
suina foram fixadas uma placa de 96 pogos.
Soros dos suinos foram diluidos a 1:20,
1:80, 1:320, 1:1280 e 1:5120 e
acrescentados a placa. A placa foi incubada
a 37C° por uma hora e posteriormrente
lavada duas vezes com Tween 20 0.05% e
NaCl 0.85%, e foram adicionados 40 pL de
proteina G na diluicdo de 1:3000. Apods
incubacdo a reacdo foi revelada utilizando
950 uL de tampédo acetato de soédio SOmM
pH5,0 + 50 puL de AEC (3amino-9etil-
carbazil) + 0,5 pL de 4gua oxigenada 30%).
Posteriormente, a placa foi lavada com uma
solucdo de PBS por duas vezes. Os
resultados foram agrupados como: negativo
(titulo <20), positivo com baixo titulo (20 e
80), positivo com titulo intermediario (320 e
1280), positivo com titulo alto (>5120).

2.8. Acompanhamento dos dados
zootécnicos, caracterizacdo do manejo
e levantamento de fatores de risco
para a manifestacdo clinica da
circovirose suina

Os dados zootécnicos das granjas estudadas
foram coletados visando estabelecer uma
correlagdo com as andalises das amostras
obtidas durante o experimento. Foram
analisados: numero de leitdes desmamados
por porca/ano; percentagem de mortalidade
na creche, recria e terminagdo; dados de
performance reprodutiva; peso a desmama,
saida de creche e ao abate; sinais clinicos
relacionados com a doenga e idade de
ocorréncia.

Para caracterizacdo do manejo foram
investigados alguns dados qualitativos:

qualidade de ar dentro dos galp6es (presenca
de gas amonia); temperatura medida nos
diferentes setores de producéo; existéncia de
ventilagdo natural ou artificial; tipos de
instalacbes nas varias fases; densidade
populacional dentro das baias;
caracteristicas da desmama; adogdo do
manejo “todos dentro-todos fora” e em que
fases; programa  sanitario e  de
biosseguranca; introducdo de animais;
movimento de pessoas e veiculos;
medicamentos utilizados e procedimentos
para controle de enfermidades, de acordo
com informagdes obtidas no questionario
(Anexo 2).

2.9. Analise estatistica

A comparagdo da freqliéncia de amostras
PCR positivas, estudos sorologicos, viremia
e analise de distribuicdo dos titulos de
anticorpos de suinos  sorologicamente
positivos nas fases de producdo dos dois
rebanhos foram analisadas utilizando o0s
teste de Fisher ou Qui- Quadrado ou teste
de Kruskal-Wallis. Os dois primeiros testes
foram utilizados para a analise de variaveis
dicotbmicas e o Ultimo para variaveis
ordinais. Diferencas foram consideradas
significativas quando o P <0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Viremia, perfil soroldgico e
circulacédo do CVS-2

O ndmero de amostras PCR positivas em
suabes e sangue e a freqiiéncia de animais
sorologicamente positivos, coletadas nas
G1(SRM-) e G2(SRM+), pode ser
visualizado na Tabela 1. Na categoria porca,
a G2, apresentou maior namero de suabes
nasais e retais positivos quando comparada a
Gl (P <0,05). As duas granjas possuiam
altas taxas de animais virémicos e de
soropositivos nessa categoria (Tab. 1).
Entretanto, na G1, o titulo de anticorpos das
porcas contra o CVS-2 era maior, em
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relagdo a G2 (P <0,05) (Fig. 1).

Na maternidade, assim como na categoria
porcas, a G2(SRM+), apresentou taxas mais
altas de amostras de suabes PCR positivas
guando comparada a G1 (P <0,05). Nas duas
granjas analisadas houve uma queda do
nimero de animais  virémicos na
maternidade, quando comparado a categoria
porcas e, na G1(SRM-), decréscimo também
do nimero de suabes positivos (Fig. 2). Os
titulos de anticorpos encontrados nas duas
granjas eram similares, nessa categoria (Fig.
1).

Na creche da G1(SRM-) verificamos um
aumento de nimero de animais eliminando o
CVS-2 e do numero de virémicos quando
comparados aos leitbes do setor de
maternidade (P  <0,05). Nessa fase
visualizava-se um predominio de altos
titulos de anticorpos (Fig. 1). Entretanto, 7%
dos animais eram soronegativos. Na G1, o
decaimento da imunidade passiva pode ser
observado entre o final da fase de creche e
inicio da recria. Na recria, observamos um
decréscimo do nimero de leitGes virémicos
e titulos de anticorpos mais heterogéneos
(47,5% de soronegativos e 52,5% de
soropositivos) (Fig 2). Soroconversao ocorre
entre a fase de recria e terminacdo sendo
90% dos animais soropositivos (Tab. 1),
com predominio de maior namero de
animais apresentando alto titulo de
anticorpos (Fig. 1 e 2).

Na creche da G2(SRM+), ao contréario da
G1, verificamos um nimero similar de
animais virémicos e menor propor¢do de
animais eliminando o CVS-2, quando
comparados aos leitbes do setor de
maternidade da prépria granja (Tab. 1). A
analise sorol6gica mostrou que o decréscimo
dos titulos de anticorpos, conferidos pelo
colostro, inicia-se mais cedo que na G1,
entre a fase final de maternidade e inicio de
creche (Fig. 2). Na creche, em relagdo a
fase anterior, ocorre um decréscimo de
animais eliminando o virus (Tab. 1), e

aumento da taxa de animais soronegativos
(45,0%). Na recria, ocorre um aumento da
taxa de animais com altos titulos de
anticorpos (33%). A soroconversdo pode ser
observada entre a fase de recria e
terminagdo, voltando a maioria dos animais
a apresentarem altos titulos de anticorpos
(Figle?2).

3.2. Acompanhamento de indices
zootécnicos, caracterizacdo do manejo
e fatores de risco para a manifestacao
da circovirose suina.

A coluna destacada em negrito e sublinhada
na Tab. 2 marca 0 més de inicio do trabalho
de coleta de material realizado nas
G1(SRM-) e G2(SRM+). Analisando o0s
indices zootécnicos, das duas granjas
estudadas (Tab. 2 e 3), verificamos que,
durante 0 ano de avaliacdo, a maioria dos
dados permaneceu dentro dos valores
aceitaveis em cada sistema de producédo para
a genética mantida na granja, segundo alvos
de produtividade estabelecidos pela empresa
fornecedora da genética. Entretanto, trés
meses apos a data da coleta na G1 (a partir
de abril de 2005), visualizou-se um aumento
nas taxas de mortalidade na fase de creche,
recria e terminacdo. JA na G2, a taxa de
mortalidade da fase de recria/terminagdo
permaneceu com valores elevados de margo
de 2005 a fevereiro de 2006 e 0 peso aos
150 dias abaixo do considerado satisfatorio,
de abril de 2005 a fevereiro de 2006.
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Figura 1. Distribuicdo dos titulos de anticorpos contra CVS-2, em amostras de soro coletadas de
animais de diferentes categorias nas Granjas 1(SRM-), e 2(SRM+). Amostras negativas (titulo
<20), positivo com baixo titulo (20 e 80), positivo com titulo médio (320 e 1280), positivo com titulo
alto (=5120); a e b- Analise dos titulos de anticorpos, comparando categorias de animais das
G1(SRM-) e G2(SRM+), utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Letras iguais correspondem a
resultados estatisticamente iguais e letras diferentes a resultados estatisticamente diferentes.
Comparacdo foi realizada entre colunas, na mesma categoria animal e as diferencas foram

consideradas significativas quando o P <0,05.
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Tabela 2. Levantamento de dados zootécnicos, por um periodo de um ano (seis meses
anterior e posterior ao inicio de trabalho de coleta de amostras) na Granja 1(SRM-).

indices Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez. Jan.  Fev. Mar. Abr. Mai. Jun.  Jul.
alvo 2004 2004 2004 2004 2004 2004 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005
% mortes creche lals 13 11 0,8 0,9 0,6 0,4 0,7 1,4 1,7 3,8 2,1 3,2 2,5
% mortes recria/term. 1t 0,2 05 1,5 0,8 1,1 1,3 07 07 1,0 2,5 2,7 2,6 2,8
*Peso aos 21 dias > 6 kg 59 6,1 57 55 5,6 5,8 59 58 6,1 5,9 64 64 64
*Peso aos 63 dias 24a26 kg2 25,1 24,8 24,6 25,0 23,0 24,6 230 216 21,9 22,3 23,7 23,0 26,7
*Peso aos 150 dias 100 kg2 1079 1031 1053 1040 1023 1022 986 99,2 1004 1004 979 989 982
Nasc. totais/parto 12,5 a14,42 11,9 12,2 12,8 12,9 13,5 12,6 128 134 12,7 12,8 120 123 114
Nasc. vivos/parto 11,8 a13,22 11,0 11,2 11,6 11,7 12,2 11,3 117 116 11,6 11,5 109 111 104
Leitdes desmamados 114a 12,52 10,6 9,7 11,2 11,2 11,3 11,0 108 11,0 10,6 10,9 10,2 10,3 10,0
Células destacadas em negrito - Indices zootecnicos acima dos valores considerados aceitaveis para um
sistema de producgdo. *Peso aos 21, 63 e 150 dias - sdo ajustados para esta idade pelo programa de
gerenciamento SuinSoft; * Sugestdo de alvo de parametros de produtividade para sistemas de producéo de
suinos modernos e com alta tecnologia descritos por Sesti e Sobestiansky, 1998; ? Parametros de
produtividade para sistemas de producdo de suinos com alta tecnologia para granjas com genética DB,
2005. (www.dbdanbred.com. br/resultados DB).
Tabela 3. Levantamento de dados zootécnicos, por um periodo de um ano (seis meses
anterior e posterior ao inicio de trabalho de coleta de amostras) na Granja 2 (SRM+).
indices alvo Fev. Mar. Abr. Mai. Jun. Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez. Jan. Fev.
2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2006 2006
% mortes creche 1a15' 0,9 0,4 0,4 0,5 0,4 0,3 0,1 0,5 0,5 0,2 0,40 1,0 0,90
% mortes recria/term. 1! 13 33 39 51 47 30 36 22 39 29 303 64 477
*Peso ao0s 21 dias >6 kg2 55 55 55 50 5,3 5,2 54 55 6,0 59 5,49 59 6,23
*Peso aos 63 dias 24a27 kg2 19,1 22, 21,6 23,4 21,9 242 213 21,4 250 24,0 2345 22,6 22,4
*Peso a0s 150 dias 100 kg2 98,0 96,8 90,7 87,7 89,0 90,3 90,8 91,8 90,6 91,0 87,94 89,5 91,1
Nasc. totais/parto 13a145° 134 130 127 138 118 137 125 125 139 131 1337 122 12,7
Nasc. vivos/parto 12a134° 124 119 122 132 116 130 117 119 132 124 1271 119 11,95
Leitdes desmamados 115a 13 12,2 11,4 11,5 12,9 11,3 12,3 11.0 11,3 12,8 12,0 11,62 11,8 11,14

Células destacadas em negrito - Indices zootecnicos acima dos valores considerados aceitaveis para um
sistema de producgdo. *Peso aos 21, 63 e 150 dias - sdo ajustadospara esta idade pelo programa de
gerenciamento SuinSoft; * sugest&o de alvo de pardmetros de produtividade para sistemas de producéo de
suinos modernos e com alta tecnologia descritos por Sesti e Sobestiansky, 1998; ? ParAmetros de
produtividade para sistemas de producdo de suinos com alta tecnologia para granjas com genética Pen Ar

Lan, 2005. (www.penarlan.com.br/midia).
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Os fatores predisponentes a manifestacdo da circovirose suina podem ser visualizados na Tabela
4. A tabela com maiores detalhes pode ser visualizada no Anexo 3.

Tabela 4. Fatores de risco para a manifestacdo da circovirose suina em granjas sem (G1) e
com (G2) sinais clinicos da sindrome da refugagem multisistémica.

Fatores predisponentes
Limpeza e desinfeccdo adequada
Vacinagao

Animais com sinais clinicos de circovirose suina
Maternidade

Idade de desmame
Manejo “todos dentro todos fora”

Vazio sanitéario suficiente

Creche

Formag&o de lotes com idades aproximadas
Densidade adequada de animais por m?

Ambiente com altas concentrages de gases
Manejo “todos dentro todos fora”

Vazio sanitario suficiente

Limpeza e desinfeccdo adequada

Recria e Terminagéo

Densidade adequada de animais por m?
Separacéo e tratamento de refugos
Ambiente com altas concentragBes de gases
Manejo “todos dentro todos fora”

Vazio sanitario suficiente

Limpeza e desinfeccdo adequada

Gl G2

Sim Né&o

Rinite atrofica (porcas) Rinite atr6fica (porcas)
Doenca de Glasser (leitbes)

Né&o Sim (a partir de 70 dias)
21 dias 16 a 21 dias
Sim Sim

Sim Nao

Sim Sim

Sim Sim

Né&o Sim

Sim Sim

Né&o Sim

Né&o Sim

Sim Néo

Sim Néo

Né&o Sim

Né&o N&o

Né&o N&o

Né&o N&o

4. DISCUSSAO

Na categoria porca, o elevado nimero de
animais virémicos sugere haver uma grande
exposicdo desses animais ao CVS-2, nas
G1(SRM-) e G2(SRM+). A presenca de
porcas soropositivas, com predominio de
titulo alto e médio de anticorpos, como
observado na G1 e G2, pode ser indicativa
da presencga continua de replicacdo viral ou
exposicgdo freqliente desses animais ao virus.
Entretanto, a infeccdo das porcas com o
CVS-2 parece ser maior na G1, que
apresentou maior nimero de porcas com
titulo de anticorpos mais alto que o0s
encontrados na G2 (predominio de titulo
médio) (P <0,05).

Nas duas granjas analisadas, leitdes de
maternidade, com idade entre oito e 19 dias,
ja se encontravam soropositivos para o
CVS-2, sendo os anticorpos, provavelmente,
provenientes do colostro. O fato de nenhuma
das  duas granjas realizarem 0
acompanhamento da mamada das leitegadas
e ndo assegurarem que todos os leitdes
nascidos ingeriram adequadas quantidades
de anticorpos colostrais poderia estar
prejudicando a transferéncia de anticorpos
maternos. Esse fato pode ser observado
principalmente na G1 cujas porcas
apresentavam um predominio de alto titulo
de anticorpos e a maioria dos leitbes com
titulo médio. Outro problema identificado na
Gl é a presenca de 10% das porcas
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amostradas serem soronegativas, que ndo
trasnferiram aos leitdes anticorpos contra o
CVS-2. Na G2, os resultados sorologicos
sugerem haver uma melhor eficiéncia que
G1, no processo de transferéncia de
anticorpos  colostrais (porcas  com
predominio de titulo médio e maior nimero
de leitGes com titulo variando entre médio e
alto).

O menor nimero de animais virémicos e de
suabes positivos encontrado em leitGes na
maternidade, quando comparado a porcas na
maternidade, principalmente na Gl (P
<0,05), pode estar relacionado a menor
contaminacdo do ambiente pelo CVS-2, em
funcdo de um melhor e mais frequente
manejo de limpeza e desinfecgdo realizado
nesse setor, embora tenha sido encontrado
uma elevada taxa de porcas virémicas
eliminando o virus. Também ndo se pode
descartar uma contaminacdo precoce dos
leitdes por ingestdo de colostro. Shibata et
al. (2006) isolaram o CVS-2 em uma
amostra de colostro e detectaram o0 DNA do
CVS-2 em amostras coletadas de diferentes
porcas. Outro importante fator que poderia
estar contribuindo € a presenca de protecdo
conferida  pela  imunidade  passiva,
transmitida via colostro, e o predominio de
leitbes com médios a altos niveis de
anticorpos colostrais que 0s protegem
parcialmente contra uma infec¢do pelo CVS-
2. Trabalho realizado por McKeown et al.
(2005) mostrou que a viremia foi reduzida
em leitdes com altos niveis de anticorpos e
que a presenca de baixos niveis de
anticorpos maternais ndo protegem os leitdes
de uma infecgdo experimental com o CVS-2,
0 que é conseguido em leitdes com altos
niveis de anticorpos passivos. Porém, os
autores comentam que esta protecdo é
parcial, provavelmente porque uma resposta
conjunta humoral e celular seja requerida
para protecdo total do animal contra uma
infeccdo (Fenaux et al., 2003). Estudos
recentes demonstram que a menor replicacéo
viral estd relacionada a presenca de maior
taxa de anticorpos neutralizantes e ndo a

deteccdo de altas taxas de anticorpos totais
(Meerts et al., 2006; Fort et al., 2007). No
nosso estudo, ndo foi testado a presenca de
anticorpos  neutralizantes nos  animais.
Entretanto, ndo descartamos a possibilidade
do menor numero de leitdes virémicos
estarem relacionados a presenga de animais
com altos titulos de anticorpos, sendo grande
parte dos mesmos, anticorpos neutralizantes.
Mesmo porque, no nosso trabalho, a coleta
das amostras de leitbes foi realizada entre
oito e 19 dias de idade, podendo nesta fase
ja& haver a presenca de anticorpos
neutralizantes. Meerts et al. (2006)
detectaram a presenca de anticorpos
neutralizantes a partir do 10° dia pos-
infeccdo experimental de oito leitdes SPF e
verificaram que 0S mesmos estavam
presentes até 21 dias de idade, onde ocorreu
o0 término do acompanhamento.

Nas duas granjas ocorria, apds a desmama, a
formacéao de novos lotes e 0 agrupamento de
animais com niveis de imunidade diferentes,
em salas com baias vazadas que
possibilitavam o maior contato entre leitdes
que favorece a transmissdo horizontal. Na
G1, o ambiente da creche parece apresentar
maior contaminacdo com o CVS-2, pois
encontramos maior ndmero de animais
virémicos e maior deteccdo do CVS-2 em
secrecOes e excrecdes que na G2.
Provavelmente, os fatores que contribuem
para menor contaminacdo da creche da G2,
sd0 0 bom manejo de limpeza e desinfec¢do
utilizados nesse setor, alojamento dos leitdes
na densidade correta de (0,33 m? por leit&o)
e maior tempo de vazio sanitario (7 dias), o
gue ndo era adotado de forma tdo eficiente
na G1. Entretanto, na G1, a diminui¢do mais
tardia da quantidade de soropositivos e
titulos de anticorpos, que se deu na recria e,
maior exposi¢do ao virus na fase anterior
(creche) podem contribuir para a nado
manifestacdo clinica da circovirose suina na
granja, visto que 0s animais expostos ainda
apresentam maiores titulos de anticorpos
colostrais e, provavelmente, encontram-se
parcialmente protegidos, por um periodo

41



suficiente para que pudessem desenvolver
sua propria resposta imunoldgica contra o
CVS-2. O declinio da imunidade passiva
posteriormente, ja na recria, somado ao fato
dos animais serem submetidos a uma melhor
condicdo de manejo, diminuindo alguns
fatores tidos como desencadeantes da SRM,
podem ter contribuido para a ndo
manifestacdo de sinais clinicos, uma vez que
estudos demonstram que o prolongamento
da imunidade materna para 0 CVS-2 ou 0
retardo na infeccdo de leitdes pode
beneficiar o controle da SRM. Entretanto as
altas taxas de mortalidade observadas na
creche, recria/terminacdo, a partir de abril de
2005 na G1, podem estar associadas a uma
infeccdo subclinica com o CVS-2 e/ou pelo
Mycoplasma hyopneumoniae, visto que oito
meses apos o término do trabalho registrou-
se um surto de circovirose associado a
manifestacdo  clinica da  pneumonia
enzodtica (em comunicacdo com O
veterinario que acompanhava a granja).

Na G2, a maioria dos animais torna-se
susceptivel a uma infecgdo pelo CVS-2 em
estagios mais iniciais do ciclo de produgéo
(creche e recria), ja que a imunidade passiva
decresce entre o final da fase de maternidade
e inicio da creche. Trabalhos realizados por
Vanderputte et al. (2001) e Vigre et al.
(2003) mostraram que o decaimento da
imunidade materna pode variar entre duas
semanas a VArios meses e 0s anticorpos
colostrais  podem  ser  parcialmente
protetores. Na creche foram agrupados
animais com diferentes status imunolégicos.
Uma maior exposicao ao virus na fase inicial
de desenvolvimento do leitdo (maternidade)
pode também contribuir para uma maior
infecgdo dos animais que apresentam baixos
titulos de anticorpos colostrais na creche e
recria e, provavelmente, ndo se encontram
totalmente protegidos na fase de maior
ocorréncia de descrigdes da sindrome, de 5 a
15 semanas de idade. Esse fator associado a
um maior desafio relacionado a falhas no
manejo poderiam estar contribuindo para a
manifestacdo da SRM a partir de 70 dias de

idade (recria), levando a um aumento da
mortalidade em animais de recria e
terminagdo (70 a 110 dias de idade), assim
como uma diminuicdo do peso final dos
animais.

Nas duas granjas a soroconversdo foi
observada entre a fase de recria e
terminagdo. Lobato et al. (2007) ao
estudarem o perfil soroldgico de quatro
granjas, uma sem e trés com a SRM,
verificaram que em todas as granjas a
soroconversdo ocorria entre a fase de recria
e terminagdo, independente da diminuicéo
da imunidade passiva ocorrer na creche ou
recria. O sangue foi a amostra que mais
frequentemente  apresentou  resultados
positivos (Tab. 1). Resultado similar foi
descrito por Shibata et al. (2003) ao
realizarem a deteccdo do DNA do CVS-2
em amostras de sangue, soro, suabe
orofaringeano, nasal e fezes coletadas de
suinos infectados experimentalmente e em
infeccdes naturais.

O estudo da deteccdo do DNA do CVS-2 em
suabes indica a presenca do virus em
secrecbes e  excrecBes  fornecendo
informacGes sobre a circulagdo do virus na
granja. Ndo se pode descartar a possibilidade
da existéncia de uma contaminacdo do
ambiente e a presenca do CVS-2 na regido
externa do focinho dos animais, podendo ser
detectada ao se introduzir o suabe nasal. Na
tentativa de se reduzir o efeito da
contaminacdo ambiental, realizou-se a coleta
com um suabe uretral, inserido mais
profundamente no focinho e no reto dos
animais. Nesse trabalho, ao avaliarmos o
total de amostras de suabes das duas granjas,
verificamos que G1 apresenta maior
guantidade de suabe nasal positiva quando
comparado ao retal e em G2 maior
guantidade de suabe retal. Esse resultado
sugere gue as duas vias podem ser utilizadas
para o estudo da eliminacdo do CVS-2 em
conjunto. Esses dados ndo estdo totalmente
em concordancia com o0s encontrados na
literatura, onde a via nasal vem sendo
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descrita como principal rota de transmisséo
do virus. Calsamiglia et al. (2002), ao
realizaram a quantificacdo do CVS-2 em
diferentes vias de excrecdo, observaram que
amostras de suabes nasais apresentavam
maior namero de resultados positivos e
maiores quantidades de virus.

A G1 apresentava um manejo de melhor
qualidade que a G2 (Tab. 4 e Anexo 3).
Entretanto, algumas falhas no manejo
podem estar relacionados a disseminacao do
virus: falta de acompanhamento da ingestdo
de colostro pelos leitbes, stress térmico em
animais de crescimento e no setor
reprodutivo e agrupamento de algumas
leitegadas na entrada da creche.

A G2 apresentava varios fatores de risco que
poderiam estar relacionados a disseminacao
do CVS-2 e manifestagcdo de sinais clinicos
(Tab. 4 e Anexo 3) tais como stress (térmico
e presenca de alta quantidade de gases no
ambiente), falta de acompanhamento da
ingestdo de colostro pelos leitbes, alta
densidade animal na recria/terminacdo, nédo
separacao de refugos na creche, separacdo
de animais na fase mais avancada da doenca
possibilitando maior disseminacdo, baia
hospital ao lado de baias com leitdes sadios
(contato direto e indireto), tratamento
inadequado de animais doentes, baixa
qualidade da limpeza e desinfec¢do e baixo
tempo de vazio sanitario, controle
ineficiente  dos  agentes  infecciosos
causadores de diarréias e circovirose suina.
Elevado nimero de animais refugos eram
encontrados, na fase de recria, com sinais
clinicos de circovirose suina, com idade
entre 70 a 100 dias, contribuindo para a
diminuicdo do peso ao abate e as altas taxas
de mortalidade observadas na creche e
recria/terminacdo. A G2, alguns meses antes
do inicio da coleta, comegou a adotar
algumas medidas de manejo visando
estabelecer um melhor controle da
circovirose suina, nas quais podemos
destacar: melhor controle de temperatura e
diminuicdo de stress térmico, adocdo de

antibiéticos mais adequados para controle de
doencas bacterianas concorrentes, melhora
na qualidade de limpeza e desinfeccdo dos
galpdes de creche e recria/terminagdo e
adogdo de vazio sanitario na creche.
Entretanto, as medidas adotadas ndo se
mostraram muito eficientes para o controle
da sindrome.

Os resultados mostram que animais
sorologicamente positivos para o CVS-2
estdo presentes tanto em granja com ou sem
sinal clinico de SRM, assim como animais
virémicos eliminando o virus. Fato também
observado por Rodriguez-Arrioja et al.
(2000) e Larochelle et al. (2003), ao
detectarem a presenca do CVS-1 e CVS-2
em suinos com e sem sinais clinicos da
sindrome. Este fato sugere que a infeccdo
esta amplamente distribuida na populacdo de
suinos, mesmo sob a forma subclinica. A
deteccdo do DNA foi mais freqliente em
amostras de suabes coletadas na G2, com
sinais clinicos da circovirose suina, podendo
ser indicativo de maior exposicdo e
eliminacgdo do virus que na G1. Segalés et al.
(2005) ao realizarem a quantificacdo do
CVS-2 em amostras de soro e suabes
tonsilar, nasal, tragueobronquial, urinario e
retal, coletadas de granjas com e sem a
sintomatologia da SRM, verificaram que,
com excecdo do suabe retal, todas as
amostras provenientes da granja com
manifestacdo da SRM possuiam maiores
guantidades de virus.

Os resultados, obtidos nesse trabalho, podem
ser Uteis para o entendimento da circulagéo
do CVS-2 em granjas naturalmente
infectadas com e sem a manifestacao clinica
da SRM. Além disso, contribuem para a
adocgdo de medidas corretivas de manejo e
estabelecimento do momento correto da
vacinacdo (método de prevencdo largamente
empregado para o controle da circovirose
suina). A adequada utilizacdo da vacina
contra o CVS-2 possibilita a néo
interferéncia de antigenos vacinais com
anticorpos colostrais e possibilita 0s animais

43



desenvolverem no momento correto uma
melhor resposta imunoldgica. Para a G2, a
vacinagdo de leitdes pode ser recomendada
para desenvolvimento de uma imunidade
ativa que protegeria 0s animais contra uma
infeccdo na fase de maior circulacdo viral
(recria).

5. CONCLUSOES

1. O CVS-2 esta amplamente distribuido em
leitdes de todas as idades provenientes de
granjas com e sem sinais clinicos da SRM
porém, este estudo confirma que o perfil
sorolégico em um rebanho com e sem a
presenca da sindrome pode ser diferente,
principalmente em relacdo a duracdo da
imunidade passiva.

2. A deteccdo do DNA foi mais frequente
em amostras de suabes de suinos
provenientes de granja com sinais clinicos
da circovirose suina. O sangue foi a amostra
que mais frequentemente apresentou
resultados positivos, sendo sugestivo de uma
grande circulacdo do CVS-2.

3. A manifestacdo da circovirose pode estar
relacionada a queda da imunidade passiva,
animais com baixos titulos de anticorpos na
fase critica do aparecimento de sinais
clinicos (5 a 15 semanas), maior
contaminacdo do ambiente com o CVS-2
associado a presenca de um maior nimero
de fatores de risco

CAPITULO 3

ESTUDO DO PERFIL
SOROLOGICO, VIREMIA E
EXCRECAO DO CIRCOVIRUS
SUINO 2 (CVS-2) EM GRANJAS
COM E SEM A SINDROME DA

REFUGAGEM MULTISSISTEMICA
(SRM)
RESUMO

Um estudo comparativo do perfil sorolégico,
viremia e presenga do CVS-2 em amostras
de suabes nasal e retal foi realizado em um
rebanho sem (G1) e com (G2) a
manifestacdo clinica da sindrome da
refugagem multissistémica (SRM). Foram
estudados 35 animais, escolhidos ao acaso,
dos quais foram realizadas coletas aos 8 a 19
dias de idade na maternidade, 30 a 35 dias
na creche, 56 a 70 dias na recria, 85 a 100
dias de idade na terminacdo. No abate, aos
150 dias de idade, amostras de tecidos foram
coletadas. Suabes, sangue e tecidos foram
submetidos a técnica da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a pesquisa do DNA
do CVS-2 e as amostras de soro foram
testadas para presenca de anticorpos anti-
CVS pela imunoperoxidase indireta em
monocamada de células (IPMC). A analise
dos resultados obtidos mostrou que na G1, a
imunidade passiva decaiu entre a 1° e a 2°
coleta, enquanto na G2, entre a 2° e a 3°
coleta. A gqueda dos titulos de anticorpos nas
duas granjas coincide com maior nimero de
animais virémicos, eliminacdo do virus por
secrecdes e excrecles, e na G2 também com
aparecimento  de sinais clinicos. A
manifestacdo da SRM provavelmente esta
relacionada a uma maior circulagdo do virus
e contaminacdo precoce dos leitbes, e
presenca de baixos titulos de anticorpos anti-
CVS-2. Entretanto, os fatores que mais
contribuem para manifestacdo da sindrome
parecem ser as falhas de manejo.

Palavras chave: Circovirus suino 2, perfil

sorologico, excrecdo, PCR.

ABSTRACT

Prospective seroprofile, viremia, nasal and
fecal shedding of PCV-2 were tested in pigs
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from herds without (G1) and with (G2)
postweaning multisystemic wasting
syndrome (PMWS). Nasal and faecal swabs,
serum and blood samples were collected at 8
to 19, 30 to 35, 56 to 70, 85 a 100 days of
age from 35 ramdonly selected pigs. Tissues
samples were collected at 150 days at
slaughter. Swabs, tissues and blood samples
were evaluated for the presence of nucleic
acid of PCV2 by polymerase chain reaction
(PCR) as well as for the presence of
antibodies to PCV2 in serum by
immunoperoxidase monolayer assay
(IPMA). Serologic profiles for PCV-2 were
very different between the two herds. The
decrease of passive immunity started at 30 to
35 days in G1. In G2, the decrease of
passive immunity started before 30 to 35
days. The decrease of antibodies may be
associated to the incrase of viremia, PCV-2
exposure and sheeding and, in G2 with
PMWS. The PMWS is associated with high
virus circulation, earlier PCV-2 infection
and low antibodies levels. However, bad
production management seems to be the
mainly factor to PMWS manifestation.

Keywords: Porcine circovirus type 2,
serologic profiles, shedding, PCR.

1. INTRODUCAO

A sindrome da refugagem multissistémica
(SRM), também  conhecida  como
circovirose suina, é uma doenga emergente
na suinocultura, causada pelo circovirus
suino 2 (CVS-2) (Allan e Ellis 2000).
Levantamentos soroldgicos mostram alto
nimero de animais soropositivos em
rebanhos com ou sem a manifestacéo clinica
da circovirose suina (Rose et al.,, 2003;
Lopez-Soria et al.,, 2005). Entretanto, o
perfil soroldgico e a distribuicdo do virus
nas fases do ciclo de producdo de suinos
ainda ndo estdo completamente entendidos.

A alta prevaléncia da circulagdo viral tem
sido confirmada em amostras de sangue e
soro pela utilizacdo da técnica da PCR,

sendo a maioria dos animais infectados
durante algum ponto da fase de crescimento
(Larochelle et al., 2003) sem a observagéo
da ocorréncia da sindrome podendo ser
destacada a necessidade da existéncia de
alguns eventos ou fatores tais como: co-
infecgOes, vacinacOes e estresse. Estes
fatores desencadeiam uma estimulagdo do
sistema imune e ativacdo do CVS-2 em
macréfagos e outras células apresentadoras
de antigenos que levam ao desenvolvimento
experimental da SRM (Kennedy et al., 1998;
Allan e Ellis, 2000; Krakowka et al., 2001).
Pdrem, os fatores relacionados a circulacdo
do virus, manifestacdo da sindrome e
prejuizos provocados em decorréncia da sua
interferéncia nos indices zootécnicos de
plantéis infectados precisam ser melhor
estudados.

O CVS-2 pode ser detectado em amostras de
tecidos e fluidos corporais tais como
secrecBes oculares, nasais, bronquiais e
tonsilares, assim como na urina, fezes
(Krakowka et al., 2000; Margar et al, 2000,
Halbur,2004) e sémen (Larochelle et al.,
2000). Quando métodos quantitativos sdo
utilizados observa-se que suinos
clinicamente  doentes  possuem  altas
guantidades do virus no soro e em tecidos
guando comparado a animais sem sinais
clinicos (Brunborg et al., 2004; Olvera et al.,
2004).

Estudos visando determinar as formas de
transmissao, tempo de eliminacéo viral e de
fatores de manejo e ambientais que possam
favorecer o aparecimento da sindrome ainda
estdo em numero limitado. O objetivo do
presente trabalho foi (1) verificar a dindmica
de anticorpos contra 0 CVS-2 relacionando
a circulacdo do virus, e realizar a
comparacdo do perfil em uma granja com e
sem sinais clinicos da circovirose suina; (2)
acompanhar 35 animais por todo o ciclo de
produgdo quanto a eliminagcdo do virus,
perfil sorolégico e viremia; (3) verificar o
abate dos animais selecionados e coletar
fragmentos de tecidos para verificacdo da
presenca do CVS-2 nos mesmos; (4)
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acompanhar alguns indices zootécnicos e as
medidas de manejo aplicadas em cada uma
das granjas tentando correlacionar com a
distribuicdo do virus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Granjas selecionadas

Duas granjas, com producdo em ciclo
completo, localizadas no estado de Minas
Gerais foram selecionadas. A Granja 1 (G1
SRM-), localizada no municipio de
Esmeraldas era formada por um plantel de
550 matrizes (mesma granja estudada no
Cap. 1). A propriedade ndo apresentava
animais com sinais clinicos ou histérico de
ocorréncia da SRM e, foi caracterizada
como positiva para a presenca de CVS-2
utilizando o teste da PCR em amostras de
tecidos coletados na necropsia de dois
animais com idade aproximada de 68 dias.

Esse mesmo estudo foi realizado na Granja
2 (G2 SRM+), com 600 matrizes, localizada
no municipio de Pard de Minas,
caracterizada como positiva para a presenca
do virus e para presenca da sindrome. O
diagnoéstico da sindrome nessa propriedade
foi realizado pela associacdo de sinais
clinicos (depressdo, aumento de linfonodos
inguinais, animais apresentando palidez,
diarréia, dispnéia e quadros  de
emagrecimento progressivo) presente em
animais com idade superior a 65 dias,
presenca de lesBes histopatoldgicas
compativeis e deteccdo do DNA do CVS-2
pela PCR em tecidos coletados na necropsia
de animais da granja.

2.2. Animais estudados

Considerando-se uma prevaléncia minima
de 10% de animais eliminando virus, foram
amostrados aleatoriamente, 40 leitdes na
maternidade, para se obter 95% de
confianga na deteccdo de pelo menos um
animal positivo (Martin et al., 1987). O

nimero final foi reduzido a 35 animais
devido a perdas de amostras ocorridas ao
longo do experimento. Os leitdes foram
identificados com brincos na primeira coleta
e tiveram o mesmo tratamento de seus
contemporéneos na granja. Estes animais
foram acompanhados por coletas repetidas
realizadas no setor de maternidade (leitdes
de 8 a 19 dias de idade), creche (30 a 35 dias
de idade), recria (56 a 70 dias) e terminagédo
(85 a 100 dias). O abate foi acompanhado
(150 dias de idade) e amostras de tecidos
foram coletadas para analises.

2.3. Amostras coletadas

A coleta das amostras de suabes nasal e
retal, sangue total e soro foram descritas no
item 2.3 do trabalho anterior.

2.3.1. Tecidos

O abate dos animais selecionados foi
acompanhado e amostras de tecidos,
incluindo linfonodos, rim, figado e pulméo,
foram coletadas para pesquisa do DNA do
CVS-2. As amostras foram congeladas a -
20°C em laboratério e, posteriormente,
analisadas pela técnica nested-PCR (nPCR).

2.4. Analise laboratorial das amostras

O processamento das amostras, extracdo do
DNA, teste de nPCR e de imunoperoxidase
indireta em monocamada de células foram
descritas nos itens 2.4, 2.5, 2.6 e 2.7 do
trabalho anterior.

2.4.1. Tecidos

Dois gramas de um homogeneizado de
amostras de tecidos foram homogeneizados
em 10 ml de solugdo Hank’s-Hepes-
Penicilina-Estreptomicina  (HHPS). O
macerado foi centrifugado a 8.500 g, a uma
temperatura de 4°C e o sobrenadante
coletado diluido (1:5) em meio de cultura
(MEM) e estocado a uma temperatura de -
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20°C.

2.5. Acompanhamento dos dados
zootécnicos, caracterizacdo do manejo
e levantamento de fatores de risco
para a manifestacdo clinica da
circovirose suina

Descrito no item 2.7 do capitulo anterior.
2.6. Andlise estatistica
Descrito no item 2.8 do capitulo anterior.

3. RESULTADOS

3.1. Viremia, perfil soroldgico e
circulagéo do CVS-2

Os resultados da comparagdo da viremia,
eliminagdo do CVS-2 em suabes e presenca
do DNA viral em amostras de tecidos
coletados da Gl (SRM-) e G2(SRM+)
podem ser visualizados na Tabela 5.

Tabela 5. Comparacédo entre os resultados obtidos da viremia, eliminacdo do CVS-2 em
suabes e perfil soroldgico das G1(SRM-) e G2(SRM+).

Observacéo

Gl (%) G2 (%)

Animais virémicos em todas as coletas

Animais virémicos em nenhuma das coletas

Animais virémicos e sem eliminagéo do CVS-2 em suabes

Animais ndo virémicos e que eliminavam o virus

Virémicos em todas as coletas com eliminacdo do CVS-2 em suabes em todas

as coletas

Eliminacdo do CVS-2 em zaragatoas em todas as coletas

9 (26) 21 (60)

0 (0 1 ®
1 ® 0 (0
0 (0 1 ®
6 (17) 8 (23)

9 (26) 11 (31)

Animais virémicos em pelo menos uma coleta e que eliminavam o virus em 6 (17) 8 (23)

duas coletas

Animais virémicos em pelo menos uma coleta e que eliminavam o virus em 8 (23) 12 (34)

trés coletas

Animais que eliminavam o virus e eram virémicos a partir da 1° coleta de 8 (23) 1 3

forma intermitente

Animais que eliminavam o virus e eram virémicos a partir da 2° coleta de 12 (34) 25 (74)

forma intermitente

Animais sorologicamente negativos que eliminavam o virus e eram virémicos 2 (6) 0 (0

PCR positivo na analise de tecidos ao abate

33 (94) 35 (100)
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Os resultados soroldgicos revelaram que na
1° coleta (maternidade), em leitdes de 8 a 19
dias, 94,3% eram soropositivos para o CVS-
2, na G1, apresentando uma distribuicdo
heterogénea de titulos de anticorpos, com
predominio de baixo titulo (Tab 6 e Fig. 3).
Na G2, 100% dos leitdes amostrados eram
soropositivos, com predominio de alto titulo
de anticorpos. Nessa fase, tanto a G1 como
na G2, encontramos menor numero de
amostras de suabes positivas e de animais
virémicos.

Na G1, entre o final da fase de maternidade
e inicio da creche ocorre o decaimento da
imunidade materna e na 2° coleta (creche),
em animais com aproximadamente 30 a 55
dias, verificamos menores titulos de
anticorpos (44,1% com baixo titulo e 11,8%
com médio e um aumento significativo de
leitdes soronegativos, 44,1%), que coincide
com o0 aumento da viremia e eliminagdo
viral. Os animais permaneceram com
menores taxas e titulos de anticorpos por um
periodo mais prolongado (na creche e
recria). Entre fase final de recria e inicio da
terminagdo ocorre uma soroconversao e, na
4° coleta verificamos um aumento dos
titulos de anticorpos (65,7% com titulos de
baixo a médio, 14,3% com titulo alto e
decréscimo de animais soronegativos. Apos
creche e recria. Na 3° coleta, verificamos
uma diminuicdo dos titulos de anticorpos,
com 80% dos leitdes apresentando titulos
gue variavam entre baixo e médio (Fig. 3).
As taxas de eliminacdo do CVS-2 em
secrecdo e excre¢cdo aumentam com O
decréscimo dos titulos de anticorpos, assim
como observado na G1, apds a queda da
imunidade materna. Entre a fase de recria e
terminacdo ocorre uma Soroconversao e na
4° coleta 82,3% dos animais apresentavam
titulos que variavam de médio a alto e
menores taxas de eliminacéo (Fig. 3 e 4).

Na G2, a queda da imunidade passiva ocorre

mais tardiamente, entre a creche e recria.
Na 3° coleta, verificamos uma diminuicao
dos titulos de anticorpos, com 80% dos
leitdes apresentando titulos que variavam
entre baixo e médio (Fig. 3). As taxas de
eliminagdo do CSV-2 em secrecdes e
excregBes aumentam com o decréscimo dos
titulos de anticorpos, assim como observado
na G1, ap6s a queda de imunidade materna.

Entre a fase de recria e terminacdo ocorre
uma soroconversdo e na 4° coleta 82,3%
dos animais apresentavam titulos que
variavam de médio a alto e menores taxas de
eliminacéo (Fig. 3 e 4).

3.2.  Acompanhamento de indices
zootécnicos, caracterizacdo do manejo
e levantamento de fatores de risco
para a manifestagdo da circovirose
suina.

Os principais indices zootécnicos avaliados
estdo destacados nas Tabelas 7 e 8. A coluna
destacada em negrito e sublinhada marca o
inicio do trabalho de coleta de material
realizado nas G1(SRM-) e G2(SRM+). Foi
realizado o levantamento dos dados
zootécnicos por um periodo de seis meses
antes e depois do inicio do trabalho na
granja. A maioria dos dados permaneceu
dentro dos valores aceitaveis em cada
sistema de producdo, segundo alvos de
produtividade estabelecidos pela empresa
fornecedora da genética. Entretanto, a partir
de abril de 2005, na G1, ocorreu um
aumento na taxa de mortalidade na fase de
creche, recria/terminagdo. Na G2, a taxa de
mortalidade da  fase de creche,
recria/terminacdo permaneceu com valores
elevados durante todo o ano de avalia¢do. O
peso de saida dos animais também
permaneceu abaixo do alvo considerado
satisfatorio (acima de 100 kg aos 150 dias)
(Sobestiansky et al., 1998).
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Inserir Tab 6
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100%

90%

80%

70%

60% OAlto

50% Meédio

40% B Baixo

30%
° [ Negativo

20%

10%

0%

Gl G2 Gl G2 Gl G2 Gl G2

12 coleta 29 coleta 32 coleta 49 coleta

Figura 3. Distribuicdo dos titulos de anticorpos contra CVS-2, em amostras de soro coletadas de
animais de diferentes categorias nas Granjas 1(SRM-), e 2(SRM+). Amostras negativas (titulo
<20), positivo com baixo titulo (20 e 80), positivo com titulo médio (320 e 1280), positivo com titulo
alto (>5120); a e b - Andlise dos titulos de anticorpos, comparando categorias de animais das
G1(SRM-) e G2(SRM+), utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Letras iguais correspondem a
resultados estatisticamente iguais e letras diferentes a resultados estatisticamente diferentes.
Comparacdo foi realizada entre colunas, na mesma categoria animal e as diferencas foram

consideradas significativas quando o P <0,05.
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Inserir Figura 4

53



54



Tabela 7. Levantamento de dados zootécnicos, por um periodo de um ano (seis meses

anterior e posterior ao inicio de trabalho de coleta de amostras) na Granja 1 (SRM-).

indices Jul. Ago. Set. Out. Nov. Dez. Jan.  Fev. Mar. Abr. Mai. Jun.  Jul.
alvo 2004 2004 2004 2004 2004 2004 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005
% mortes creche lals 13 11 0,8 0,9 0,6 0,4 0,7 1,4 1,7 3,8 2,1 3,2 2,5
% mortes recria/term. 1t 0,2 05 1,5 0,8 1,1 1,3 07 07 1,0 2,5 2,7 2,6 2,8
Peso aos 21 dias > 6 kg 59 6,1 57 55 5,6 5,8 59 58 6,1 59 64 64 64
Peso aos 63 dias 24226 ng2 25,1 24,8 24,6 25,0 23,0 24,6 230 216 21,9 22,3 23,7 23,0 26,7
Peso aos 150 dias 100 kg2 107,9 1031 1053 1040 1023 1022 986 99,2 1004 1004 979 989 982
Nasc. totais/parto 12,5 a14,42 11,9 12,2 12,8 12,9 13,5 12,6 128 134 12,7 12,8 12,0 123 114
Nasc. vivos/parto 11,8 a13,22 11,0 11,2 11,6 11,7 12,2 11,3 117 116 11,6 11,5 109 111 104
Leitdes desmamados 114a 12,52 10,6 9,7 11,2 11,2 11,3 11,0 108 11,0 10,6 10,9 10,2 10,3 10,0
Células destacadas em azul - Indices zootecnicos acima dos valores considerados aceitaveis para um
sistema de producgdo. *Peso aos 21, 63 e 150 dias - sdo ajustados para esta idade pelo programa de
gerenciamento SuinSoft; * Sugestdo de alvo de parametros de produtividade para sistemas de producéo de
suinos modernos e com alta tecnologia descritos Sesti e Sobestiansky, 1998; 2 ParAmetros de
produtividade para sistemas de producdo de suinos com alta tecnologia para granjas com genética DB,
2005. (www.dbdanbred.com. br/resultados DB).
Tabela 8. Levantamento de dados zootécnicos, por um periodo de um ano (seis meses
anterior e posterior ao inicio de trabalho de coleta de amostras) na Granja 2(SRM+).
Indices  Jun. Jul. Agor. Set. Out. Nov. Dez. Jan. Fev. Mar. Abr. Mai. Jun.
alvo 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2005 2006 2006 2006 2005 2006 2006
% mortes creche lals 3,4 3,5 4,1 2,6 2,9 2,3 2.8 2,0 34 34 3,8 3,6 2,2
% mortes recria/term. 1t 6,6 3,8 4,2 4,3 8,5 4,3 47 8,6 1,9 1,8 45 2,1 2,3
Peso aos 21 dias >6 kg2 6,3 6,4 6,5 6,3 6,1 59 6,1 6,3 6,1 59 57 6,1 6,5
Peso aos 63 dias 24 227 kg2 19,3 21,3 21,2 22,6 21,9 24,9 17,9 19,3 24,1 24,1 23,9 22,4 20,5
Peso aos 150 dias 100 kg2 90,8 92,8 92,9 93,1 92,1 94,7 96.8 91,4 87,7 92,4 95,5 97,1 95,8
Nasc. totais/parto 13a 14,52 12,4 11,6 12,7 11,5 12,3 12,5 12,1 11,9 11,7 12,2 11,6 11,7 11,8
Nasc. vivos/parto 12a 13,42 10,8 10,5 11,2 10,4 11,0 11,5 11,2 10,8 10,3 10,8 10,7 10,7 10,7
Leitdes desmamados 115 61132 10,1 10,1 9,1 10,3 9,6 10,3 10,9 10,6 9,3 9,96 10,2 99 9,8

Células destacadas em azul - Indices zootecnicos acima dos valores considerados aceitaveis para um
sistema de producgdo. *Peso aos 21, 63 e 150 dias - sdo ajustadospara esta idade pelo programa de
gerenciamento SuinSoft; * sugest&o de alvo de pardmetros de produtividade para sistemas de producéo de
suinos modernos e com alta tecnologia descritos por Sesti e Sobestiansky, 1998; 2 Pardmetros de

produtividade para sistemas de producdo de suinos com alta tecnologia para granjas com genética Pen Ar
Lan, 2005. (www.penarlan.com.br/midia).
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Os fatores predisponentes a manifestacdo da circovirose suina podem ser visualizados na Tabela
9. A tabela com maiores detalhes pode ser visualizada no Anexo 3.

Tabela 9. Fatores de risco para a manifestacdo da circovirose suina em granjas sem (G1) e
scom (G2) sinais clinicos da sindrome da refugagem multisistémica

Fatores predisponentes

Limpeza e desinfeccdo adequada
Antibiéticos a racdo para controle de doencas
Fornecimento de agua e ragdo a vontade
Vacinagéo

Sinais clinicos de circovirose suina
Maternidade

Idade de desmame

Manejo “todos dentro, todos fora”

Creche

Formagcdo de lotes com idades aproximadas
Separacdo e tratamento de refugos e doentes
Densidade adequada de animais por m?
Ambiente com altas concentracdes de gases
Manejo “todos dentro, todos fora”

Recria e Terminacéo

Formacéo de lotes com idades aproximadas
Ambiente com altas concentracdes de gases
Manejo “todos dentro, todos fora”
Densidade adequada de animais por m?

Gl G2
Sim Nao
Sim Sim
Sim Sim

Rinite atréfica Escherichia coli (em porcas)

(em porcas)
Streptococcus suis (em leitdes)

Né&o Acima de 65 dias
21 dias 15 a 19 dias
Sim Nao

Sim Sim

Sim Nao

Sim Néo

Nao Nao

Sim Sim

Sim Sim

Néo Sim

Nao Nao

Sim Né&o

4. DISCUSSAO

O DNA do CVS-2 foi detectado no suabes
nasal e retal, em animais de leitGes de 8 a
100 dias de idade. Na G1 ndo houve
diferenca entre o numero de amostras
positivas de suabes nasal e retal e na G2
maior quantidade de suabes nasal foi
positiva (P <0,05). Maior nimero de suabes
positivos foi encontrado na G2 quando
comparada a G1 (P <0,05). Esse resultado
sugere que a via nasal pode ser utilizada
como via para estudos de circulagdo do

virus, principalmente em granjas com sinais
clinicos da SRM. Esses dados estdo em
concordancia com os encontrados na
literatura, onde a via nasal vem sendo
descrita como principal via de infec¢cdo do
virus. Segalés et al. (2005) ao realizarem a
quantificacdo do DNA do CVS-2 em
amostras de soro, suabes tonsilar, nasal,
retal urindrio e  tragueo-bronquial
observaram que suabes tragqueo-bronquial,
soro, suabes tonsilar, nasal, retal e urinario
apresentavam maior nimero de resultados
positivos e maiores quantidades de virus,
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respectivamente. Os mesmos  autores
concluiram que maior nimero de amostras
positivas sdo encontrados em granjas cujos
animais apresentam sinais clinicos da SRM.
Entretanto, resultados encontrados por
Caprioli et al. (2006), utilizando uma PCR,
mostraram que havia um namero similar de
resultados positivos em suabes retal e
tonsilar ao analisarem 12 suinos infectados
experimentalmente.

Nas duas granjas estudadas, a viremia ndo
esta diretamente relacionada a presenca do
virus em suabes, e animais virémicos podem
ou ndo eliminar o virus em secrecdes e
excregBes. O numero de animais virémicos
com suabess positivos é semelhante nas G1
e G2. O maior nimero de animais virémicos
esta diretamente relacionado com o declinio
dos niveis de anticorpos maternos (Fig. 4) e
maior susceptibilidade dos leitdes a uma
infeccdo pelo virus. Em todas as coletas
realizadas observamos que os titulos de
anticorpos encontravam-se bastante
heterogéneos, agrupando na mesma fase
animais com diferentes niveis de protecdo e
animais soronegativos. Fort et al. (2007) ao
analisarem a presenca de anticorpos
neutralizantes em 72 leitdes com e sem
sinais clinicos da SRM observaram gue um
aumento de anticorpos neutralizantes
coincide com menores picos de viremia e
gue animais com sinais clinicos apresentam
uma ineficiente resposta de anticorpos
neutralizantes contra o CVS-2.

A presenca de anticorpos em elevado
nimero de leitbes na maternidade, com
idade entre 5 e 19 dias é indicativa da
transferéncia de anticorpos maternais.
Entretanto, os titulos heterogéneos sao
sugestivos de que nem todos os leitbes
ingeriram  quantidades adequadas de
colostro ou gue suas maes foram submetidas
a uma baixa infeccdo pelo CVS-2 com
desenvolvimento de menores titulos de
anticorpos. A G2, quando comparada a G1,
apresentou maiores titulos de anticorpos na
fase de maternidade. Entretanto, nem

mesmo maiores titulos foram suficientes
para proteger os leitdes contra uma infeccéo,
visto que as duas granjas apresentam um
namero similar de leitbes virémicos e que
eliminam o virus. Esse fato pode estar
associado a auséncia ou presenga de baixa
quantidade de anticorpos neutralizantes.

A deteccdo da viremia desde a fase de
maternidade sugere uma exposi¢do precoce
dos leitdes ao virus. O fato da eliminacdo do
virus em leitdes jovens é sugestivo de uma
possivel transmissdo do CVS-2 das porcas
para os leitdes lactentes. A replicacdo do
virus foi demonstrada em fetos inoculados
no Utero, em diferentes estagios de gestacdo
por Sanchez et al. (2001). O CVS-2 foi
isolado em fetos abortados e recém nascidos
por West et al. (1999) e O’Connor et al.
(2001). Bogdan et al. (2001) detectaram o
virus em leitGes neonatais. A transmissao do
virus via sémen foi sugerida por Larochelle
et al. (1999 e 2000).

Na G1, mesmo os animais se tornando mais
susceptiveis a infeccdo no inicio da creche, o
aumento da circulacdo viral e viremia ndo
foi suficiente para a manifestacdo clinica da
SRM. Possivelmente, melhores condicdes de
manejo podem estar contribuindo para
diminuir o stress dos animais e ndo
desenvolvimento  de  sinais  clinicos.
Entretanto as altas taxas de mortalidade
observadas na creche, recria/terminacgdo, a
partir de abril de 2005, podem estar
associadas a uma infec¢do subclinica com o
CVS-2 efou Mycoplasma hyopneumoniae,
visto que 8 meses ap6s o término do
trabalho registrou-se um surto de circovirose
associado a manifestagdo clinica da
pneumonia enzogtica (em comunicagdo com
0 veterinario que acompanhava a granja). A
gueda dos titulos de anticorpos acontece
mais tardiamente na G2 (entre a creche e a
recria) e coincide com maiores taxas de
viremia, eliminagdo do virus por secregdes e
excregOes, aparecimento de sinais clinicos a
partir dos 65 dias e nova mistura de animais
de diferentes lotes com titulos de anticorpos
heterogéneos e também presenca de
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soronegativos. Estudos realizados
demonstram que anticorpos colostrais
declinam de trés a sete semanas de idade e
comecam a  subir novamente em
consequiéncia de infeccdo ativa em torno de
12 semanas (Rodriguez-Arrioja et al, 2002),
permanecendo 0s animais soropositivos até
0 abate (Larochelle et al., 2003). A
manifestacdo da SRM, provavelmente esta
mais relacionada ao decréscimo da
imunidade materna, presenca de baixos
titulos de anticorpos, mas as falhas de
manejo  parecem ser os  fatores
determinantes.

No presente estudo, verificamos viremia em
animais de 8 aos 120 dias de idade,
sugerindo que o CVS-2 pode estar presente
(Tab. 5 ). em animais infectados por um
longo periodo de tempo. Além do mais o
CVS-2 pode ser encontrado em 97,1% dos
tecidos animais até os 150 dias de idade.
Shibata et al. (2003) detectaram o DNA do
CVS-2 em amostras de sangue, soro e
suabes até 70 dias  pods-infeccdo
experimental, onde foi encerrado o
acompanhamento dos animais. Krakowka et
al. (2000) detectaram o DNA do CVS-2 em
fezes e secregBes nasais até 35 dias pOs-
infeccdo, no qual ocorreu o término do
experimento. Larochelle et al. (2000)
detectaram o DNA do CVS-2 até 55 dias p6s
infeccdo (final do experimento), utilizando
uma nested-PCR. Bolin et al. (2001)
acompanharam e detectaram o DNA do
CVS-2 em amostras de tecidos até 125 dias
pos-infeccdo experimental. No nosso estudo,
a demonstracdo do DNA viral no sangue,
simultaneamente com anticorpos circulantes,
sugerem que a infeccdo possa ser
persistente. A viremia persistente apds
aparecimento de anticorpos especificos
indica que o desenvolvimento de uma
resposta humoral ndo é suficiente para a
eliminacdo do virus do organismo
provavelmente devido a auséncia ou baixa
guantidade de anticorpos neutralizantes.
Resultado semelhante foi observado por Fort
et al. (2007) ao avaliarem 72 suinos com

idade entre 2 e 4 meses.

A G1 apresentava um manejo de melhor
qualidade que o realizado na G2. Entretranto
apresentava alguns fatores que poderiam
estar relacionados & disseminagdo do virus.
Falta de quarentendrio e introducdo de
leitoas diretamente no galpdo de gestacéo,
falta de acompanhamento da ingestdo de
colostro pelos leitdes, stress térmico em
animais de crescimento, falta de vazio
sanitario na creche e recria e agrupamento
de leitegadas na entrada da creche (Tab. 7).
Na G2, podemos destacar como pontos
negativos a ndo realizacdo de uma limpeza e
desinfeccdo adequada das instalacOes,
controle ineficiente de agentes infecciosos
presentes na granja, stress (térmico e
presenca de alta quantidade de gases no
ambiente), fornecimento de colostro aos
leitbes ndo acompanhado, alta densidade
animal na creche, recria e terminacdo, nédo
separacdo de refugos, falta de tratamento de
animais doentes, separacdo de animais em
fases mais avancada das doencas, baia
hospital ao lado de baias com leitdes sadios
e vazio sanitario insuficiente na creche,
recria e terminacdo. Na G2 ndo foi adotado
nenhuma medida especifica para controle da
circovirose suina, mesmo antes do inicio do
trabalho de coleta das amostras.

5. CONCLUSOES

1. CVS-2 estd amplamente distribuido em
leitbes de todas as idades provenientes de
granjas com e sem sinais clinicos da SRM,
porém este estudo confirma que o perfil
sorolégico em um rebanho com e sem a
presenca de SRM pode ser diferente.

2. O sangue foi a amostra que mais
frequentemente  apresentou  resultados
positivos, sendo sugestivo de uma grande
circulacdo do CVS-2.

3. A queda da imunidade passiva ocorre em

fases diferentes em cada granja analisada e
sua duracdo parece estar relacionada a
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quantidade e o titulo de anticorpos
transferidos da porca para os leitGes.

4. A presenga de anticorpos passivos ndo é
suficiente para previnir a infecgdo e viremia.
Entretanto, maiores titulo de anticorpos
parecem estar relacionados a uma menor
guantidade de leitBes virémicos.

5. A deteccdo da viremia desde a fase de
maternidade sugere uma exposicdo precoce
dos leitdes ao virus, sendo sugestivo de uma
transmissdo vertical do CVS-2. A viremia
ndo esta diretamente relacionada a
eliminag&o viral. Animais virémicos podem
ou ndo eliminar o virus.

CAPITULO 4

ELIMINACAO DO CIRCOVIRUS
SUINO 2 (CVS-2) NO SEMEN DE
SUINOS NATURALMENTE
INFECTADOS

RESUMO

Foi pesquisado o DNA do CVS-2 no sémen de
machos pertencentes a dois planteis. Coletas
de sémen intervaladas de 15 a 20 dias foram
realizadas por um periodo de 2 meses em 5
machos no plantel 1 (P1) e em de 11
machos no plantel 2 (P2). Todos 0s machos
testados nas duas unidades foram positivos
para a presenca do DNA viral no sémen em
pelo menos duas coletas, sendo que a
maioria deles eliminou o CVS-2 em todas as
coletas. Dois animais do P1 e trés animais
do P2 apresentaram de uma a duas coletas
negativas intervaladas de coletas positivas.
Estes resultados demonstram que o virus
pode ser intermitentemente eliminado no
sémen nos 11 machos por até 62 dias,
podendo ser apontado como uma potencial
via de transmissdo do CVS-2 para fémeas.

Palavras chave: Circovirus suino 2, sémen,
reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

ABSTRACT

The presence and duration of PCV-2
shedding in the semen was studied in
naturally infected boars. Semen was
collected serially for two months (each 15 or
20 days) from 5 boars from herd 1 (P1) and
11 boars from herd 2 (P2). All boars from
both herds were positive for PCV-2 DNA by
NPCR in at least two sampling dates, and
most of them had detectable shedding in all
sampling dates. Two boars of P1 and three
of P2 had one or two negative resilts
between positive sampling dates. These
results indicate that PCV-2 virus may be
shed intermittently in semen of 11 naturally
infected boars for 62 days. It suggests that
semen from infected boars can be a potential
source of PCV2 to sows.

Keywords: Porcine circovirus 2, semen,
Polymerase chain reaction (PCR)

1. INTRODUCAO

A sindrome da refugagem multissistémica
(SRM) encontra-se amplamente distribuida
no mundo (Rodriguez-Arrioja et al., 2000;
Larochelle et al., 2003; Rose et al., 2003)
causando graves prejuizos econdmicos. A
rpida disseminagdo do virus pelo mundo,
desde sua primeira descricdo em 1991, tem
levantado importantes  questionamentos
sobre as formas de transmissdo do CVS-2.

Estudos até agora realizados indicam a
possibilidade de uma transmissdo pelo
contato direto entre animais via oronasal
(Guiilmoto e Sabine 2000), fecal e urinaria
(Margar et al., 2000; Bolin et al., 2001).
Recentemente, a transmissdo vertical do
CVS-2 também tem sido apontada como
importante maneira de passagem do virus. A
presenca do CVS-2 foi detectada em leitdes
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neonatos (Bogdan et al., 2001). O virus
também foi isolado de fetos abortados e
recém nascidos (West et al., 1999), amostras
de colostro (Shibata et al., 2006), e sémen,
mas a transmissdo do virus por essas vias
ainda ndo estd comprovada (Larochelle et
al., 1999, 2000).

O CVS-2 tem sido detectado em amostras
de sémen utilizando a técnica da PCR
(Larochelle et al., 2000; Mcintosh et al.,
2006) e isolamento viral (Kim et al., 2001).
Larochelle et al. (2000) observaram que a
guantidade de DNA do CVS-2 no sémen
geralmente  é  pequena.  Resultados
preliminares de um experimento conduzido
por Madson et al. (2007) mostraram que 0
CVS-2 ndo foi transmitido para marras ndo
infectadas ao se utilizar o processo de
inseminac&o artificial.

Os objetivos desse trabalho foi pesquisar a
presenca de CVS-2 em amostras de sémen
coletadas de machos criados em uma granja
naturalmente infectada e em machos
pertencentes a uma central de inseminacéo e
acompanhar o tempo de eliminacdo do virus
no sémen.

1. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais estudados

Foram estudados cinco machos, com idade
de 1 a 3,0 anos, pertencentes a uma granja
comercial (P1) e 11 machos, com idade
entre 1,5 e 2 anos, alojados em uma central
de inseminagéo (P2).

A P1 apresentava um plantel constituido de
550 matrizes e, foi caracterizada como
positiva para a presenca de CVS-2, baseado
em quatro critérios: (1) técnica de nested-
PCR em amostras de tecidos coletados de
animais de 80 dias de idade; (2) visualizagdo
de sinais clinicos da sindrome no momento
em que se iniciou o experimento (presenca
de elevado numero de leitdes refugos na

fase de recria, aumento de linfonodo
inguinal, palidez de pele, tosse e dificuldade
respiratoria); (3) lesGes encontradas na
necropsia (rins palidos e com petéquias,
hiperplasia de polpa branca no baco,
linfonodos aumentados de volume e
hemorréagicos) e, (4) lesdes histopatoldgicas
tais como: nefrite intersticial
linfohistiocitaria multifocal e presenca de
células gigantes multinucleadas, deplecdo
linféide moderada e discreta proliferacédo de
macrofagos no bago e linfonodos,
broncopneumonia intersticial aguda com
infiltrado de macro6fagos, hiperplasia de
placas de Peyer com intensa proliferacdo de
macrofagos. Durante o estudo, a
propriedade ndo apresentou animais com
sinais clinicos ou historico de ocorréncia da
sindrome. Os machos eram alojados em
baias distintas, em um galpdo dentro da
propria granja.

A P2 apresentava um plantel constituido por
72 animais que ndo apresentavam histérico
de ocorréncia da sindrome e eram alojados
em baias individuais em um galpéao.

2.2. Material coletado

Aliquotas de 2 ml do sémen ndo diluido
foram  separadas e,  posteriormente,
conservadas sob congelamento a -20°C, em
laboratério, até serem analisados pela
técnica da nested-PCR. Foram realizadas
coletas em intervalos de aproximadamente
15 a 20 dias por um periodo de 62 dias.

2.3. Analise laboratorial

2.3.1. Obtencédo do plasma seminal

A separacdo do plasma seminal foi realizada
utilizando o protocolo descrito por Rocha et
al. (1998), com algumas modificagGes. Para
isso, foram separados 500 pl da amostra de
sémen total, previamente homogeneizada. O
sémen foi centrifugado a 12.000g por 30
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segundos em  microcentrifuga,  para
separacdo da fase celular e plasma seminal.
O plasma seminal obtido foi passado através
de wuma coluna de Sephacryl 400
(Pharmacia,Uppsala, Sweden) e o filtrado
estocado a -20°C até o momento do uso.

2.3.2. Nested PCR (nPCR)

A extracdo do DNA e o teste de nPCR foram
descritos anteriormente nos items 2.5.1 e 2.6
do trabalho descrito no capitulo 2.

2. RESULTADO E DISCUSSAO

A utilizacdo da fracdo do plasma seminal
deu-se pelo fato que os trabalhos de
Larochelle et al. (2000) e Kim et al. (2001)
demonstraram que nesta fragdo ha maior
recuperacdo do CVS-2 em relagdo a

amostras de sémen total, plasma seminal e a
fracdo celular.

Os dados obtidos na coleta e andlise do
sémen dos machos pertencentes a P1 e P2
podem ser visualizados nas Tabelas 10 e 11,
respectivamente. Todos o0s reprodutores
testados nas duas unidades foram positivos
para a presenca do DNA viral no plasma
seminal em pelo menos duas coletas, por um
periodo de até 62 dias. Larochelle et al.
(2000) ao avaliarem o tempo de eliminagéo
do CVS-2 em machos inoculados
experimentalmente observaram que oS
mesmos eliminaram o virus no sémen de
forma intermitente até o dia 47 pods
inoculagdo, data no qual ocorreu a
finalizagdo do acompanhamento.
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Tabela 10. Resultado da PCR em amostras de sémen, coletadas de machos reprodutores

da Granja (P1).
Dia da coleta Machos
0974 9091 7754 8723 8930
3,6 anos 2,9 anos 1ano 1,8 anos 2,7 anos

1 P - P P -

5 - P - - P
15 P - - N -
18 - P - - -
19 - - P - -
29 - - - - P
30 - - P -
33 P - P - -
47 P - - - p
48 - N - - -
58 - - - P -
61 P - - - P
62 - P P - -

(P) coleta com resultado positivo; (N) coleta com resultado negativo; (-) amostra ndo coletada

Tabela 11. Resultado da PCR em amostras de sémen, coletadas de machos reprodutores
alojados em central de inseminacéo (P2).

Dia da Machos
coleta 131 661 2084 2183 2579 5559 6137 2895 8063 7114 8489
1.8anos 16anos 19anos 15anos 2,0anos 1,9anos 15anos 2,0anos 20anos 15anos 1,8 anos
1 P - - - - - - P - - -
9 - P P P P N P - N - P
14 - P - P - P - - P P P
23 P - P - P - - P - - -
30 - P - - - P P - N P P
32 - - - P - - - - - -
35 - - - - - P - - - - -
36 - P P P - - P P - P P
45 P - - - P - - P P - -

(P) coleta com resultado positivo; (N) coleta com resultado negativo; (-) amostra ndo coletada
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Na P1, tanto o macho mais novo, animal
7754, com 1 ano de idade, quanto o mais
velho, animal 0974, com 3,5 anos,
apresentaram o mesmo padréo de eliminacédo
viral (excre¢cdo do CVS-2 em todas as
coletas por um periodo de até 60 dias). Na
P2, o padrdo de eliminacdo viral também
ndo pode ser relacionado a idade dos
animais. Este resultado ndo concorda com os
descritos por Mcintosh et al. (2006), ao
testarem amostras de sémen coletadas de 43
reprodutores. Os autores demonstraram que
animais mais novos, com aproximadamente
1 ano de idade tém maior probabilidade de
eliminarem o CVS-2 no sémen quando
comparado a machos mais velhos. Resultado
semelhante ao descrito por Mclntosh foi
observado por Reicks et al. (2007) ao
realizarem um estudo longitudinal da
infeccdo pelo CVS-2 (coletas a cada quatro
semanas por um periodo de 30 meses), em
240 machos infectados naturalmente Os
autores verificaram que o namero de machos
PCR positivos para sangue, soro e sémen
decrescem 7% a cada més, a partir de nove
meses de idade.

Dos 16 animais 11 (68,7%) testados foram
positivos em todas as coletas e apenas 5
(31,3%) apresentaram uma ou mais coletas
negativas, intervaladas de coletas positivas.
A observacdo de coletas positivas seguidas
de coletas negativas também foi descrita por
Larochelle et al. (2000) ao detectarem o
CVS-2 em amostras de sémen coletadas de
seis machos infectados experimentalmente e
acompanhados até 47 dias pos-infecgao,
onde ocorreu o término do trabalho.

Nas duas unidades de producdo, os animais
foram introduzidos com aproximadamente
130 a 150 dias de idade, sendo entdo,
criados em baias individuais. O contato entre
estes animais se dava de focinho com
focinho, por intermédio de baias vazadas ou
guando os mesmos eram conduzidos a sala
de coleta. A liberagdo do virus no sémen
pode ser devido a uma contaminagdo das
instalacbes e do ambiente pelo CVS-2 no

qual os machos estavam expostos. Também
ndo se pode descartar a possibilidade dos
machos estarem infectados antes de serem
introduzidos nos dois plantéis.

O elevado numero de animais infectados,
liberando o virus de forma constante no
sémen, assume maior importancia na central
de inseminacdo devido a grande distribuicdo
do sémen coletado, para um grande nimero
de granjas que utilizam o processo de
inseminacéo artificial. Entretanto, estudos
sd0 necessarios para determinar se 0 sémen
pode ou ndo infectar com o CVS-2 as porcas
inseminadas naturalmente ou artificialmente,
e para se estabelecer a necessidade de
utilizacdo de animais ndo infectados, adogéo
de programas de vacinacao e outras medidas
preventivas para se assegurar uma melhor
qualidade do sémen.

4. CONCLUSOES

1. A elimina¢do do CVS-2 no sémen pode
ocorrer de forma intermitente, sendo esta via
uma possivel via de transmissao.

2. Maiores estudos sdo necessarios para se
determinar a infectividade do CVS-2 no
sémen.

5. CONCLUSOES GERAIS

1. CVS-2 estd amplamente distribuido em
leitbes de todas as idades provenientes de
granjas com e sem sinais clinicos da SRM

2. A queda da imunidade passiva ocorre em
fases diferentes em cada granja analisada e
sua duracdo parece estar relacionada a
guantidade e o titulo de anticorpos
transferidos da porca para os leitBes.

3. A presenga de anticorpos passivos ndo é
suficiente para previnir uma infecgdo e
viremia. Entretanto, maiores titulo de
anticorpos parecem estar relacionados a uma
menor quantidade de leitbes virémicos.
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4. A deteccdo da viremia desde a fase de
maternidade sugere uma exposi¢do precoce
dos leitdes ao virus, sendo sugestivo de uma
transmissao vertical do CVS-2.

5. A viremia ndo estd diretamente
relacionada a eliminagdo viral. Animais
virémicos podem ou ndo eliminar o virus.

6. O sangue foi a amostra que mais
frequentemente  apresentou  resultados
positivos, sendo sugestivo de uma grande
circulagdo do CVS-2.

7. A manifestagio da SRM pode estar
relacionada a vérios fatores: maior
circulagdo do virus, contaminagdo mais
precoce dos leitdes, associada a presenca de
baixos titulos de anticorpos anti CVS-2 e
falhas no manejo.

Na granja G2 do 1° trabalho os principais
fator de risco relacionado a manifestagdo da
sindrome pareciam estar associados a queda
de anticorpos passivos, baixos titulos de
anticorpo e aumento da circulagdo do virus.
Enquanto na G2, do 2° trabalho, o principal
fator parecia estar associado & falha de
manejo.

A eliminagdo do CVS-2 no sémen pode
ocorrer de forma intermitente, sendo esta via
uma possivel fonte de transmissao.
Entretanto, maiores estudos sdo necessarios
para se determinar a infectividade do CVS-2
no sémen.
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ANEXO 1

(Técnicas utilizadas para andlise das amostras coletadas nas granjas)

1. Extracdo do DNA

1.1. Amostras de suabes, tecidos e sémen

O DNA foi extraido utilizando a técnica com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) (pH
7,8 - 8,0), de acordo com Sambrook et al. (1989) onde, aos 500 pl da amostra processada foi
adicionado o mesmo volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, seguida por agitagdo em
agitador tipo Vortex até obtencdo de uma emulsdo. O material foi deixado em banho-maria a
37°C por cinco minutos e centrifugado a 12.000 g por 15 segundos até a observagdo da
formacdo de duas fases (organica e aquosa bem separadas). Com o auxilio de uma micropipeta,
a fase aquosa foi transferida para outro tubo e, para melhor aproveitamento, a fase organica e a
interface foram re-extraidas com um volume igual de TE, pH 7,8. A interface e fase organica
foram descartadas e, nova extracdo da fase aquosa com igual volume de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico foi realizada. A nova fase aquosa recuperada, foi adicionado ¥ de volume do
tampdo acetato de sédio 3M, juntamente com 2,5 volumes de etanol 100%. A mistura
permaneceu resfriada a -20°C por 24 horas, sendo o0 DNA precipitado posteriormente por adigéo
de 500 pl de alcool 70% e centrifugacdo a 17.000 g por cinco minutos sob refrigeracdo. O DNA
foi ressuspendido em 100 pl de agua ultrapura e estocado a -20°C até o0 momento do uso.

1.2. Amostras de sangue total

Para extracdo do DNA das amostras de sangue, utilizou-se o Kit comercial (Wizard Genomic
DNA Purification Kit, Promega Corporation), de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante. As amostras de sangue homogeneizadas (300 ul) foram transferidas para um
microtubo contendo 900 ul da “Solugio de Lise Celular”. Apds um periodo de incubagio de dez
minutos a temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada a 13000-16000g por 20 segundos e
0 sobrenadante removido. A mistura foi agitada vigorosamente em Vortex (10 a 15 segundos),
até a resuspensdo das células brancas, sendo entdo, adicionado 300 pl da “Solugdo de Lise
Nuclear”. Ap6s a formacdo de grumos a mistura foi incubada a 37°C até que os grumos se
desfizessem ¢ foi adicionado uma “Solugdo de Precipitacdo de Proteina” (100 pl para 300 ul de
volume da amostra) para a lise nuclear. A solugdo foi centrifugada a 13000-16000g por trés
minutos e o sobrenadante transferido a outro microtubo contendo 300 pl de isoproterenol. A
mistura foi centrifugada a 13000-16000g por um minuto e o sobrenadante foi descartado.
Adicionou-se ao volume de amostra restante, 300 pl de alcool 70%, sob leve agitagdo.
Cuidadosamente, o etanol foi aspirado e 0 DNA precipitado deixado secar por 10-15 minutos.
Foi adicionada uma “Solugdo de Rehidratagdo do DNA” (100 pl para 300 pl de amostra) e o
DNA foi incubando a 65° C por uma hora e, posteriormente, estocado a -20°C.

2. Teste de nested-PCR (nPCR)

Amostras de suabes e sangue, foram analisadas pela nPCR, utilizando pares de iniciadores
espécie-especifica para a deteccdo do CVS-2. Para a reacdo externa foram utilizados os
iniciadores descritos previamente por Ellis et al. (1999a), os quais amplificam um fragmento de
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481 pares de bases: 5’-CGGATGTTGTAGTCCTGGT CG-3’ (posicao do nucleotideo 1095-
1115) e 5>-ACTGTCAAGGCTACCACAGTCA-3’ (posi¢do do nucleotideo 1570-1549). Os
iniciadores utilizados na reacéo interna foram descritos por Kim e Chae (2001a), e amplificam
um segmento de 225 pares de bases: 5’-G ATTGTATGGCGGGAGGAT-3" (posicdo do
nucleotideo 1286-1305), e o antisenso 5’-AT TGACGATTTGTTCCCCC-3’ (posi¢do do
nucleotideo 1510-1491). A amplificacdo foi realizada em um volume final de 20 pl de uma
mistura contendo 1,25 mM MgCl,, 1X tampéo PCR, 200 uM de cada dNTP, 10,00 uM de cada
primer e 2,5 U de Taqg DNA polimerase. Ambas as reacdes foram realizadas em um aparelho
termociclador utilizando as mesmas condicdes, trinta e cinco ciclos, com temperatura de
desnaturacéo de 95° C por um min.; anelamento dos iniciadores a 65° C por um min. e extensdo
a 72° C por um min. A reacdo finalizou-se com uma etapa de aquecimento a 72° C por dez min.
para extensdo final. O produto amplificado foi visualizado em gel de agarose a 2%, preparado
em tampdo tris-EDTA e adicionado de dois pl de brometo de etideo. O gel foi submetido a
eletroforese (100 v), corrido em um tampédo TBE (89 mM de Tris-borato, 2mM de EDTA pH
8,2). O fragmento de DNA amplificado foi localizado por luz ultravioleta e seu tamanho
verificado por comparagdo com um marcador de tamanho molecular, com fragmentos variando
de 36 a 2645 pares de bases, corrido simultaneamente com as amostras.

3. Teste de Imunoperoxidase indireta em monocamada de células (IPMC)

As amostras de soro foram analisadas pelo teste de IPMC, seguindo a metodologia descrita por
Ellis et al. (1998) e Fort et al. (2007), com modificacGes. Para isso, uma suspensao de células
PK15 com 5% de soro fetal bovino foram transferidas para uma placa de 96 pocinhos e
incubada em estufa de CO, a 37C° por 24 horas. Em seguida, uma suspensdo de CVS-2, obtido
a partir de tecidos de animais com sinais clinicos de SRM, previamente identificada, titulada
com soro padrdo (VMRD) foi acrescentada sob as monocamadas. A placa foi incubada por 72
horas em estufa de CO, a 37C°. A placa foi fixada utilizando uma solugéo de acetona-metanol.
Soros dos suinos foram diluidos em solucdo de albumina bovina 2% nas diluicdes 1:20, 1:80,
1:320, 1:1280 e 1:5120 e a placa incubada por uma hora em estufa de CO, a 37C°. A placa foi
lavada duas vezes com uma solucdo de lavagem, composta por Tween 20 0.05% e NaCl 0.85%,
e foi adicionado proteina G previamente titulada 1:3000. Ap6s incubacdo por uma hora em
estufa a 37°C, uma solugdo de revelacdo de AEC foi acrescentada, deixando agir por 15
minutos. A placa foi lavada com uma solucéo de PBS por duas vezes. A leitura foi realizada em
microscopio de luz invertida, sendo considerado positivo o soro com titulo >20. Para realizar a
analise soroldgica os resultados foram agrupados como: negativo (titulo <20), positivo com
baixo titulo (20 e 80), positivo com titulo médio (320 e 1280), positivo com titulo alto (>5120),
segundo classificagdo descrita por Rodriguez-Arrioja et al. (2000) e Calsamiglia et al. (2006).

78



ANEXO 2
(Questionario)

1. ldentificacéo

Granja:

Proprietario:
Localizagdo:

Data:

Numero de matrizes:
Linhagem:
Amostras coletadas:

2. Sistema de criac¢do dos animais

( ) Extensiva ( ) Aoar livre ( ) Semiconfinado ()
Confinado

3. Tipo de producao

( ) Ciclo completo () Producéo de leitdes ( ) Terminados @)
Reproducdo
() Leitdes desmamados
() Leitdes para terminagéo
() Producdo em sitio Unico ( ) Producédo em sitios maltiplos

4. Tipo de instalacGes utilizadas na granja
» Creche
( ) Permite contato dos animais entre baias () Nao permite contato de animais entre baias
> Recria
() Permite contato dos animais entre baias () Nao permite contato de animais entre baias
» Terminacgdo
( ) Permite contato dos animais entre baias () Nao permite contato de animais entre baias
5.Condic¢des ambientais
» Temperatura
Temperatura ambiente registrada nos galpGes:
Creche Recria Terminagéo
> VENTILACAO
Tipo de ventilacdo utilizada nos galpGes
( )Ventilacdo natural
( )Ventilacdo artificial ~ Especificar (tipo, como e quando é utilizada):

6. Medidas de Manejo

Maternidade

» Tipo de desmama

( ) Convencional - 21 dias () Precoce segregada ( ) Precoce segregada medicada
Idade de desmama:

» Transferencia cruzada de leitdes

( ) Baixo nimero de transferéncias ( ) Elevado nimero de transferéncias
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( ) Transferencias realizadas nas primeiras 48 horas de vida do leitdo

() Transferencias realizadas ap6s as primeiras 48 horas de vida do leitdo

Creche

Formacéo de lotes na creche:

Agrupamento de animais de diferentes idades ()Sim
Introducdo de animais provenientes de outras granjas () Sim
Como é o manejo de refugos ?

» Densidade populacional

Tamanho das baias:

NUmero de leitdes por baia:

Recria

Formacéo de lotes na recria:

Agrupamento de animais de diferentes idades ()Sim
Introducdo de animais provenientes de outras granjas () Sim
Como é o manejo de refugos ?

» Densidade populacional

Tamanho das baias:

NUmero de leitdes por baia:

Terminagéo

Formacao de lotes na terminacéo:

Agrupamento de animais de diferentes idades () Sim
Introducdo de animais provenientes de outras granjas () Sim
Como é o manejo de refugos ?

» Densidade populacional

Tamanho das baias:

Numero de leitdes por baia:

7. Nutricéo

Fabricacdo de ragdo na prépria granja () Sim ( ) Néo
Utilizacdo de antibi6ticos na racdo granja ()Sim ( ) Nao

Quiais ?
Em qual fase é adicionado?
Premix, Nucleo, Microminerais e Vitaminas
( ) Montada na prépria granja
( ) Compra de empresas de nutrigdo
Manejo da alimentag&o:
Fornecimento de agua:
Tipo de bebedouro utilizado:
Numero de bebedouros por animais:

8. Programa sanitario

Vacinas utilizadas:

Categoria de animais vacinados:

Agentes infecciosos presentes na granja:

Medidas de controle utilizadas para os agentes presentes:

Adogdo de antibioticoterapia ( ) Preventiva ( ) Terapéutica
Qual antibidtico:

Idade dos animais tratados:

Periodo de tratamento:
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Dosagem:

9. Programa de Biosseguranca
» Sistema de manejo das instalacfes

( ) Sistema de manejo Continuo ( ) Sistema de manejo todos dentro-todos fora:

() Maternidade Tempo de vazio:
() Creche Tempo de vazio:
( ) Recria Tempo de vazio:
() Terminacgéo Tempo de vazio:

» Programa de limpeza

( ) Limpeza diaria de instalagdes ocupadas () Limpeza apés a saida dos animais
Outros

Detergentes:

Mecanismos de limpeza:

» Programa de desinfecgdo

Limpeza prévia ()Sim ( )Néo
Desinfetante utilizado:

Concentracgdo da solucéo:

Tempo de acao:

» Outra medidas de limpeza e desinfec¢do adotados:

» Destino de animais mortos
( ) Enterramento ( ) Colocacdo das carcacas em pogos cobertos
( ) Incineragéo ( ) Compostagem

9.1 Acesso de pessoas e veiculos na granja:

- Veiculos

Presenca de rodolavio ()Sim () Néao
Limpeza e desinfec¢do frequente () Sim ( ) Nao

- Entrada de Pessoas

Entrada pos banho () Sim ( ) Nao

( ) Entrada com roupa da granja ( ) Entrada com a propria roupa

Medidas de manejo de animais doentes:
Reposicdo de animais do plantel:
() Animais da prépria granja ( ) animais provenientes de outras granjas

9.2 Frequéncia de introducéo de animais na granja
Possui quarentenario () Sim ( ) Nao
Condigoes de adaptacdo dos animais no quarenterario:
Tempo de isolamento dos animais:

10. Inseminacéo artificial

( ) Todas as matrizes sdo inseminadas artificialmente

( ) Inseminacdo parcial de parte das matrizes

Presenca de laboratorio para processamento do sémen na propria granja
() Sim ( ) Nao

()
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ANEXO 3
(Avaliacao de manejo e fatores predisponentes)

Capitulo 2

Tabela 1. Fatores predisponentes a manifestacdo da circovirose suina em granjas com e
sem sinais clinicos.

Fatores predisponentes Gl G2
Presenca de quarentenario Né&o N&o
Introducéo de leitoas de granjas multiplicadoras Sim Sim
Controle de visitas e fornecimento de uniformes Sim Sim
Temperatura interna favoreciam o conforto animal. Né&o Né&o
Controle de temperatura do ambiente e ventilagdo N&o N&o
Vazio sanitario suficiente Né&o Né&o
Fluxo adequado de animais entre as fases Sim Sim
Limpeza e desinfeccdo adequada Sim N&o
Destino correto de carcaca de animais mortos Sim Sim
Presenca de fabrica de ragdo na granja Sim Sim
Antibidticos a racdo para controle de doencas. Sim Sim
Vacinacgdo Rinite atrdfica (porcas) Rinite atréfica (porcas)
Doenca de Glasser
(leitdes)
Animais com sinais clinicos de circovirose suina N&o Sim (a partir de 70 dias)
Maternidade
Homogeneizacdo de leitdes até 48 h pos-nascimento  Sim Sim
Colostragem adequada N&o acompanha N&o acompanha
Idade de desmame 21 dias 16 a 21 dias
Manejo “todos dentro todos fora” Sim Sim
Vazio sanitério suficiente Sim N&o
Limpeza e desinfecgdo adequada Sim Sim
Creche
Formacao de lotes com idades aproximadas Sim Sim
Separacdo e tratamento de refugos Sim Nao
Densidade adequada de animais por m? Sim Sim
Ambiente com altas concentracfes de gases Né&o Sim
Manejo “todos dentro todos fora” Sim Sim
Vazio sanitério suficiente Né&o Sim
Limpeza e desinfec¢do adequada Nao Sim
Recria e Terminagéo
Densidade adequada de animais por m? Sim Né&o
Formacao de lotes com idades aproximadas Sim Sim
Ambiente com altas concentracOes de gases Né&o Sim
Manejo “todos dentro todos fora” Né&o Néo
Vazio sanitério suficiente Né&o Né&o
Limpeza e desinfec¢do adequada Né&o Né&o
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Capitulo 3

Tabela 2. Fatores predisponentes a manifestacdo da circovirose suina em granjas com e
sem sinais clinicos.

Fatores predisponentes Gl G2

Presenca de quarentenario Né&o Nao

Introducéo de leitoas de granjas multiplicadoras ~ Sim Sim

Controle de visitas e fornecimento de uniformes  Sim Sim

Temperatura interna favorecia o conforto animal  N&o Né&o

Controle de temperatura e ventilacdo Né&o Né&o

Vazio sanitério suficiente em todos os setores Né&o Né&o

Limpeza e desinfeccdo adequada Sim N&o

Destino correto de carcaca de animais mortos Sim Né&o

Presenca de fabrica de ragdo na granja Sim Sim

Antibidticos a racdo para controle de doencas Sim Sim

Vacinacgdo Rinite atréfica ( porcas) Escherichia coli ( porcas)

Doenca de Glasser (leitbes)  Mycoplasma

hyopneumoniae e
Streptococcus suis ( leitdes)

Animais com sinais clinicos de circovirose Né&o Acima de 65 dias

suina

Maternidade

Homogeneizacao de leitdes até as 48 h de vida Sim Sim

Alimentacao e agua fornecidos a vontade Sim Sim

Fornecimento de colostro adequado N&o acompanhado N&o acompanhado

Idade de desmame 21 dias 15 a 19 dias

Manejo “todos dentro todos fora” Sim Né&o

Creche

Formacao de lotes com idades aproximadas Sim Sim

Separacdo e tratamento de refugos e doentes Sim Néo

Densidade adequada de animais por m? Sim Néo

Ambiente com altas concentracdes de gases Né&o Né&o

Manejo “todos dentro todos fora” Sim Sim

Recria e Terminagéo

Formacao de lotes com idades aproximadas Sim Sim

Ambiente com altas concentracfes de gases Né&o Sim

Manejo “todos dentro todos fora” Né&o Néo
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