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RESUMO

Padronizou-se a técnica de Imunoistoquimica (IHQ) empregando um anticorpo comercial
policlonal anti-CVS2 de origem suina para identificar o Circovirus suino tipo 2 (CVS2). A técnica
foi aplicada em tecidos de suinos provenientes de granjas com e sem suspeita da Sindrome da
Refugagem Multissistémica (SRM). O antigeno viral foi demonstrado em 74 (36,45%) das 203
amostras analisadas, sendo linfonodo e pulmé&o os tecidos onde o virus foi identificado com
maior freqUéncia. Foi também padronizada a técnica de Imunoperoxidase em Monocamada de
Células (IPMC) objetivando a demonstracdo de anticorpos para o CVS2 suino. Os soros foram
diluidos e incubados sobre a monocamada de ceélulas PK15 previamente infectadas com o
virus e fixadas. A técnica permitiu a diferenciacéo e titulagdo dos soros em animais reagentes e
nao reagentes e o estabelecimento do perfil sorolégico em oito granjas destinadas a produgéo
comercial de suinos com e sem suspeita da SRM. Na analise dos resultados foi constatado que
a infecgd@o pelo o CVS2 ocorreu em todas as granjas. Com a finalidade de efetuar um estudo
epidemiolégico preliminar foram analisados também 955 soros provenientes de 35 granjas
comerciais de suinos e 1322 soros de javalis de 119 criatorios localizados em seis estados
brasileiros. Os resultados mostraram que 96,49% e 87% reagiram & presenca do CVS2 em
soros de suinos e javalis, respectivamente, estando o virus disseminado em rebanhos
brasileiros afetados ou ndo pela sindrome.

Palavras-chave: Suideos, Circovirus suino tipo 2 (CVS2), Sindrome da Refugagem
Multissistémica (SRM), Imunoistoquimica (IHQ), Imunoperoxidase em Monocamada de Células
(IPMC)

ABSTRACT

An immunohistochemistry technique using a commercial swine polyclonal antibody anti-PCV2
was optimized. The technique was used in formalin-fixed swine tissue samples coming from
farms with and without Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS) clinical signs.
Virus antigen was detected in 74 (36,46%) of 203 studied samples. Virus antigen was more
often detected in lymph nodes and lungs. An immunoperoxidase monolayer assay (IP) for
detection of serum antibodies against PCV2 was also standardize. Fixed PCV2 infected Pk-15
cell monolayers in 96 well-plates were used for detection and titration of anti-PCV2 antibodies
and establish the seroprofile of eight commercial hog farms with or without PMWS clinical signs
in Minas Gerais. All farms tested had seropositive animals. Serum samples (955) from other 35
commercial hog farms and 1322 wild boar sera from 119 farms from six different brazilian states
were tested. The results demonstrated that 96,49% and 87,00% of commercial hogs and wild
boars were seropositive, respectively, showing that the PCV2 is wildly spread in brazilian
commercial pig and wild-boar herds with or without PMWS clinical signs.

Keywords: Swine, Type 2 porcine circovirus (PCV2), Postweaning Multisystemic Wasting
Syndrome (PMWS), Immunohistochemistry, Immunoperoxidase in monolayer assay (IP)
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1 INTRODUGAO GERAL

Nos ultimos anos, houve uma evolugdo no
sistema de produgdo de  suinos,
principalmente quanto a genética, a
nutricdo, ao manejo e a sanidade. Os
animais passaram a ser criados de forma
cada vez mais intensiva, os rebanhos
ficaram maiores e, conseqientemente,
predispondo ao aparecimento de varias
doengas, dentre elas, a Sindrome da
Refugagem Multissitémica (SRM) associada
ao Circovirus suino tipo 2 (CVS2).

O Circovirus suino (CVS) € um pequeno
virus, com 17nm de diametro, nao
envelopado e apresenta uma estrutura
icosaédrica. O genoma & composto por um
DNA circular covalentemente fechado, fita
simples, senso positivo, com um peso
molecular de 0,56 x 10° Daltons e possui
1.760 nucleotideos, um dos menores DNA
virus (Allan et. al., 1994: Meehan et al.,
1998).

O CVS ¢ classificado pelo Comité
Internacional sobre Taxonomia Viral (ICTV)
dentro da familia Circoviridae que
atualmente é composta por dois géneros. O
primeiro & o género Circovirus que inclui o
Circovirus suino tipo 1 (CVS1); Circovirus
suino tipo 2 (CVS2), o Circovirus do pombo
(CoCV), Circovirus de gaivota, Circovirus de
candrio, Circovirus de ganso e o virus da
doenca do bico e das penas dos psitacideos
(PBFDV). O outro é o virus da anemia das
galinhas e esta incluido no género
Gyrovirus. Uma caracteristica comum dos
virus que pertencem a familia Circoviridae é
a associacdo com doengas que causam
lesbes em tecidos linfoides e
imunossupresséo (Lukert et al.,1995; Todd,
2000; Mankertz et al., 2000; Noteborn et al.,
2001).

A SRM é reconhecida como uma doenca
emergente e tem sido descrita em varios
paises onde a suinocultura tem grande
expressdo econdmica. Estudos reaiizados
em rebanhos afetados pela sindrome
mostraram que a morbidade e a mortalidade
variam dependendo do estagio do surto e o
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manejo dentro da unidade afetada. A taxa
de morbidade e relativamente baixa entre 4
a 25%, enquanto a mortalidade pode
alcancar indices de até 100% (Segalés et
al., 2004).

Os prejuizos decorrentes da sindrome nos
planteis afetados s@o substanciais para a
industria suinicola. Entre eles os gastos com
antibidticos, as mortes ocorridas, o declinio
das taxas de crescimento e a queda na
conversao alimentar que elevam os
numeros de animais refugos elou
debilitados. A SRM tem sido descrita em
quase todos os tipos de granjas incluindo as
granjas de ciclo completo, operagbes em
multiplos sitios, de tamanho entre 30 a
10.000 matrizes e também em criatérios nao
tecnificados (Segalés et al., 2004).

Dados soroldgicos indicam que a infeccéo
pelo CVS2 esta amplamente distribuida
entre a populagdo suina mundial. Além
disso, informacdes de diferentes paises
europeus mostram que quase 100% do
rebanho é soroprevalente, indicando que a
infeccdo pelo CVS2 ocorre em rebanhos
afetados e n&o afetados pela SRM
(Larochelle et al., 2003).

Alem da SRM, o CVS2 tem sido associado a
varias enfermidades em suinos, tais como:
Sindrome da Nefropatia e Dermatite Suina,
Falha Reprodutiva, Complexo da Doenca
Respiratéria Suina, Pneumonia Necrozante
e Tremor Congénito tipo A Il (Harding;
Clark,1997; Segalés, 2002; Kim et al,
2003).

Soma-se & patologia da SRM a participagdo
de coinfecgdes que agravam a doenga e
modificam ou acentuam os sinais clinicos,
dificultando o diagnostico diferencial. Um
grande numero de suinos com a sindrome
apresenta infecges concorrentes causadas
por bactérias tais como: Pasteurella
multocida, Haemophilus parasuis e outras.
Em particular, a diarréia causada pela
Lawsonia intraceiiularis € a Brachyspira
pilosicoli que também induzem ao
emagrecimento progressivo. Além disso, a
presenca de agentes secundarios
habitualmente associado com a




imunossupressdo como o Pneumocystis
carinii, Staphylococcus hyiccus, Aspergillus
spp e Chlamydia spp tem sido identificados
com fregliéncia nos animais afetados com
SRM (Clark, 1997; Wattrang et al,, 2002,
Segalés et al., 2004).

A infeccdo natural do CVS e adquirida
principalmente pela via oro-nasal. Porém, a
associagaoc do CVS1 e CVS2 com presenca
de abortes e natimortos indicam que a
transmissdo transplacentaria pode ser um
fator importante. O agente tem sido
identificado por reagdo em cadeia da
polimerase (Polimerase chain reation-PCR)
em fezes, urina e cavidade nasal de animais
naturalmente infectados pela sindrome e
tem sido demonstrado na cavidade nasal de
animais clinicamente sadios (Hines; Lukert,
1994; Calsamiglia et al., 2002).

A SRM acomete suideos, principalmente de
seis a 12 semanas de vida e o0s sinais

clinicos mais frequentes incluem
emagrecimento  progressivo,  disturbios
respiratérios e diarréia. As lesdes

macroscopicas sdo variaveis, sendo mais
frequente a linfoadenomegalia regional ou
generalizada e consolidagdo pulmonar
cranio-caudal. As lesdes histopatolégicas,
especialmente em tecidos linféides, s&o
representadas por diminuigdo dos numeros
de linfécitos, seguida de proliferagdo de
histiécitos, formacdo de células gigantes
multinucleadas e, ocasionalmente, presencga
de corpusculos de inclusao
intracitoplasmaticos.

O diagnoéstico da SRM & complexo pelo fato
de haver uma multiplicidade de orgaos
envolvidos, sinais clinicos inespecificos,
sistema imune comprometido e a presenca
de doencgas concorrentes, tanto de origem
viral como bacteriana. Sendo assim, o
diagnoéstico confirmativo da SRM deve ser
baseado nos seguintes critérios:

e Presenca de sinais clinicos compativeis
com a doenca e achados de necropsia;

e Presenca de lesdes histopatologicas
caracteristicas, moderadas a severas;
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e Demonstracado do antigeno viral ou
acido nucléico dentro das lesdes.

Estes critérios analisados separadamente
nao confirmam a presenca da doenca, pois
a infeccdo pelo CVS2 ndo implica na
presengca da doenca no rebanho (Clark;
Harding, 1997; Rosell et al., 1999; Sorden,
2000; Larocelle et al., 2003).

Muitos meétodos de diagnostico tém sido
descritos na literatura para a identificacéo
do agente viral. Entre eles, o isolamento
viral, Reagdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR), Imunoistoquimica (IHQ) e
Hibridizacdo in situ (HIS). Os estudos
sorolégicos tém sido realizados empregando
os testes de Imunofluorescéncia Indireta
(IFN), Imunoperoxidase em Monocamada de
Células (IPMC) ou ELISA competitivo. Os
resultados mostram que os anticorpos
contra os CVS sdo muito comuns nas
populagbes de suinos dos continentes
Europeus, Americanos e Asiaticos (Allan;
Elis, 2000; Calsamiglia et al., 2002;
Rodriguez-Arrioja et al., 2003).

O CVS2 foi identificado e a doenga descrita
no Brasil no ano de 2000 pela pesquisadora
Janice Reis Ciacci-Zanella e colaboradores
da Embrapa Suinos e Aves, em leitdes de
recria, provenientes de granja com histérico
de emagrecimento progressivo. As analises
macroscopicas € microscopicas revelaram
caracteristicas compativeis com sindrome.
Foi realizado o isolamento do virus em
material suspeito e identificagdo viral pela

técnica de (IPMC). Além disso, a
caracterizagdo molecular de amostras
isoladas no Brasil foram realizadas,

confirmando a presenga do CVS2 em
suinos de plantéis nacionais através da
demonstracao do DNA viral usando a PCR.

A doenca foi chamada inicialmente de
Sindrome Multissistémica do Definhamento
do Leitéo Desmamado (SMDLD).
Atualmente, a doenga tem sido chamada de
Sindrome da Refugagem Multissistémica
(SRM) e estd sendo considerada uma
doenca emergente. Ainda ndo se sabe a
prevaléncia da doenga, mas o CVS2 pode
estar disseminado nas criagdes nacionais

7§




de suinos (Ciacci-Zanella et al, 2000;
Ciacci-Zanella et al., 2003).

Em Goias foram realizados diagnosticos
confirmatérios da SRM e identificacdo do
agente viral. Em Minas Gerais, tem-se
verificado sinais clinicos, achados de
necropsia compativeis com a SRM e
presenca de lesdes histopatolégicas
caracteristicas da doenca. Foram realizados
isolamentos e identificagdo do agente viral
por IPMC, PCR e IHQ em um grande
numero de amostras clinicas provenientes
de regides produtoras de suinos de grande
importancia econémica para o Estado. Em
Sao Paulo foram realizados trabalhos sobre
a associag@o entre o CVS2 e as doengas
respiratérias no  Brasil, além da
caracterizagdo e diferenciacdo entre
amostras dos CVS1 e CVS2. Finalmente
foram descritas as lesGes histopatoldgicas
associadas a Circovirose em suinos nas
fases de recria e terminagdo em rebanhos
no Rio Grande do Sul (Sobstiansky et al.,
2002; Moreno et al., 2003; Pescador et al.,
2003; Pinto et al., 2003; Almeida et al,
2004; Barbosa et al., 2004).

Muitos especialistas em suinos consideram
a SRM um dos principais problemas de
ordem sanitaria na suinocultura mundial. A
diversidade de fatores de riscos associados
a infecc@o e aliados ao envolvimento de
diferentes  agentes etioldégicos  criam
dificuldades no controle e manutencdo de
um baixo nivel de infeccdo nos rebanhos. O
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reconhecimento precoce do problema &
fundamental para que medidas de controle
possam ser aplicadas. Até no momento, ndo
se conhece a existéncia de um tratamento
unico capaz de controlar a SRM dentro de
rebanho e as medidas recomendadas estao
direcionadas ao manejo, a nutrigdo,
programa de higiene e bem estar dos
animais.

2 OBJETIVOS GERAL
O presente trabalho tem por objetivos:

e Padronizar a técnica de
Imunoistoquimica  (IHQ) para a
demonstracdo de antigenos de CVS2
em tecidos in vitro e in vivo.

e Investigar a presengca de CVS2 por
Imunoistoquimica (IHQ) em materiais de
campo.

e Padronizar e aplicar a técnica de
Imunoperoxidase em Monocamada de
Células (IPMC) na demonstragdo de
anticorpos para o CVS2 em diferentes
granjas comerciais e criatorios de
suideos.

¢ Promover estudo epidemiolégico da
SRM por andlise de anticorpos CVS2
com a técnica de técnica de
Imunoperoxidase em Monocamada de
Células (IPMC).




SECAO 1

IMUNOISTOQUIMICA PARA A DEMONSTRAGAO DO
CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2

19




Capitulo I

PADRONIZAGAO E UTILIZAGAO DA TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA (IHQ)
PARA DEMONSTRAGAQ DO CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 (CVS2)

RESUMO

Foi padronizada uma técnica de Imunoistoquimica (IHQ) para a demonstracéo do Circovirus
suino tipo 2 (CVS2). Utilizou-se um anticorpo policlonal comercial anti-CVS2 de origem suina,
que foi aplicado sobre os cortes histologicos, fixados com formalina e embebidos em parafina,
sabidamente positivos ou negativos para o CVS2. Os tecidos positivos continham lesdes
caracteristicas da Sindrome da Refugagem Multissistémica (SRM) e o genoma do CVS2 foi
demonstrado previamente pela técnica de Hibridizac&o in situ (IHS). Os tecidos coletados de
animais com suspeita clinica da sindrome foram estudados utilizando a técnica padronizada.
Verificou-se pelo método padronizado uma correlag@o entre a presenga do agente viral e as
lesdes histopatoldgicas compativeis com a doenga.

Palavras-chave: Circovirus suino tipo 2, Suino (Sus scrofa scrofa), Diagnostico,
Imunoistoquimica

ABSTRACT

An immunohistochemical technique was developed and standardized for the demonstration of
type 2 porcine circovirus (PCV2). A commercial polyclonal antibody anti-PCV-2 derived from
pigs was used, which was applied on histological sections, formalin-fixed and paraffin-wax
embedded, seropositive or seronegative for PCV2. The tissues had characteristic lesions of
Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS) and the PCV-2 genome was
demonstrated by the in situ hybridization technique. A correlation between the presence of the
viral agent and the histopathological lesions consistent with the disease was observed using the
standardized method.

Keywords: Type 2 porcine circovirus (PCV2), Swine (Sus scrofa scrofa), Diagnostic,
Immunohistochemical
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1. INTRODUGAO

O Circovirus suino (CVS2) & atualmente
reconhecido como um patégeno associado
a Sindrome da Refugagem Multissistémica
(SRM). A doenga acomete suinos
principalmente com seis a 12 semanas de
vida e causa grande impacto econémico nos
plantéis afetados (Segalés; Domingo, 2002;
Harding et al., 2004).

Os animais doentes exibem emagrecimento
progressivo, disturbios respiratérios e
diarréia. Os achados macroscopicos mais
caracteristicos sdo linfoademomegalia e
areas de consolidagdo pulmonar cranio-
ventral. As lesdes histopatologicas nos
orgdos linféides sao caracterizadas por
redugdo dos numeros de linfacitos seguida
por proliferacdo de histiocitos, presencga de
células gigantes multinucleadas e,
ocasionalmente, identificacéo de
corpusculos de inclusdo intracitopiasmaticos
(Allan; Ellis, 2000; Segalés, 2002).

Na literatura tém sido descritos muitos
meétodos de diagnosticos que podem ser
empregados para a demonstragdo do CVS2
em suinos. Para estudos sorol6gicos, o uso
das técnicas de Imunofluorescéncia Indireta
(IFD), Imunoperoxidase em Monocamada de
Células (IPMC) e Ensaio Imunoenzimatico
(Enzime Linked Immunosorbet Assay-
ELISA) fornecem informacdes sobre o perfil
sorologico e epidemiologia do rebanho.

O isolamento viral e outras técnicas sao
aplicados para a identificar a presenca do
agente ou do seu &cido nucléico tais como
Reagdo em Cadeia por Polimerase
(Polymerase Chain Reation-PCR),
Imunofluorescéncia Direta (IF) e
Microscopia Eletrénica (ME). Finalmente,
utilizam-se as técnicas de Hibridizacdo in
situ (HIS) e a Imunoistoquimica (IHQ), para
demonstrar  respectivamente, o &cido
nucléico e proteina viral em tecidos (Tischer
et al., 1982; Ellis et al., 1998; McNeilly et al.,
1999; Segalés et al., 2004).

Atualmente, a técnica de IHQ vem sendo
amplamente usada em diagnéstico de
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rotina. Ela permite a combinagcao de
técnicas  histoloégicas, imunolégicas e
bioquimicas, possibilitando 2 demonstracdo
de antigenos tissulares in sifu por meio da
utilizagdo de anticorpos especificos e
moléculas marcadoras. A IHQ possui boa
sensibilidade, especificidade e rapidez,
podendo obter a leitura entre 24 a 48 horas
(Gimeno, 1995).

O objetivo do trabalho foi de padronizar e
aplicar a técnica de IHQ para a
demonstracdo do CVS2 em diferentes
tecidos de suinos fixados em formalina e
embebidos em parafina, usando um
anticorpo policlonal comercial anti-CVS2 de
origem suina e um antiespécie conjugado
com a enzima peroxidase.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. REALIZAGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido Tnas
dependéncias da Secdo de Biologia do
Laboratério Nacional de Agropecuario/Minas
Gerais do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (LANAGRO/MG-MAPA) e
no Laboratério de Histopatologia do
Departamento de Patologia da Escola de
Veterinaria da UFMG.

2.2. TECIDOS POSITIVOS E NEGATIVOS

Foram utilizados para a padronizagéo do
teste de IHQ um total de 23 blocos de
tecidos fixados em formalina e embebidos
em parafina, dos quais 12 foram
provenientes de suinos com a SRM e o
genoma viral do CVS2 foi previamente
confirmado através do teste de HIS pelo
Professor Joaguim Segalés da Universidade
Auténoma de Barcelona/Espanha. Os
demais blocos de tecidos vieram de animais
livres de patégenos especificos (Specific
Pathogens Free-SPF) enviados da Embrapa
Suinos e Aves.
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2.3. SOROS E ANTI-SOROS

2.3.1. Controle positivo: soro policlonal de
origem suina contra CVS2 (VMRD, Inc.
catalogos n.: 211-P-PCRV e n.°: 210-70-
PCRV).

2.3.2. Controle negativo: soro controle
negativo de origem suina livre de anticorpos
contra o CVS2 (VMRD, Inc.' catalogo n.°
211-N-PCRV) e soro de animais
provenientes da Embrapa Suinos e Aves,
de animais livres de patégenos especificos
(Specific Pathogens Free-SPF).

2.4. TECIDOS SUSPEITOS

Foram testados, apds a padronizagdo da
técnica, 16 blocos de tecidos fixados e
embebidos em parafina, oriundos de
animais de granjas de suinos com historico
de refugagem. Dos 16 blocos, 10 foram
também testados para verificar a presenca
do acido nucléico viral através do teste de
HIS pelo Prof. Joaquim Segalés. Todos os
blocos de parafina continham de trés a
quatro diferentes tecidos correspondentes
ao mesmo animal.

2.5. REVESTIMENTO DAS LAMINAS DE
VIDRO

Para o revestimento das laminas de vidro foi
usada a solugdo de silane (gama
aminopropiltrietoxsilane SIGMA, n° A-3648)
a 2% diluida em acetona. A solugédo foi
anteriormente preparada e estocada a
temperatura de 4°C em recipiente de vidro,
cor ambar, devidamente fechado.
Inicialmente as laminas de vidro foram
imersas em solugdo de 4alcool-éter na
proporgéo 1:1 e mantidas nesta solugéo por
12 horas, também a temperatura de 4°C.
Apdés esse periodo, as laminas foram
colocadas num suporte metalico e lavadas
com agua destilada em 2 ciclos por 5
minutos.

O suporte metdlico com as laminas foi
transferido para uma cuba contendo—a

' VMRD, InC Veterinary Medical Research &
Development
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solugédo de silane a 2% permanecendo por
um minuto, sendo imediatamente transferido
para outra cuba com &gua destilada e
mantido também por um minuto. Esses
procedimentos foram realizados em capela
de exaustdo. Posteriormente, o suporte
metalico com as laminas foi incubado em
estufa a temperatura de 60°C por 120
minutos.

2.6. HISTOPATOLOGIA

Os fragmentos de tecidos fixados em
formalina a 10% tamponada com pH 7,2
foram processados em equipamento
histotécnico automatico, seguindo-se as
etapas de desidratacdo, diafanizacédo e
inclusao em  parafina. Apds esse
procedimento, os blocos de parafina foram
cortados em microtono com 5 pm de
espessura e montados em laminas de
vidros, previamente desengorduradas com
solugdo alcool-éter. Foram montadas duas
laminas, uma para analises histopatologicas
e outra para o teste da IHQ em lamina
previamente revestida pelo silane. Em cada
lamina foram colocados dois a trés cortes do
mesmo tecido que posteriormente foram
corados pela técnica de Hematoxilina e
Eosina (HE) preconizada por Luna (1968) e
examinada ao microscopio optico.

2.7. TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA

A técnica de IHQ foi padronizada segundo
as metodologias descritas por Ellis et al.
(1998), Sorden et al. (1999) e Chianini et al.
(2001) com algumas adaptacbes e
constituiu de varias etapas, que estdo
descritas detalhadamente.

2.7.1. Reidratagao

As |aminas de vidro contendo os cortes
histolégicos previamente preparadas pelas
técnicas histolégicas foram desparafinizadas
utilizando-se quatro banhos de xileno com
uma duragdo de 3 minutos em cada etapa.
A remogdo do xileno foi executada pela
imersac das idminas e recipientes de
vidro, individualizados e devidamente
identificados, através do processo de
reidratagdo em alcool etilico a 96° GL (Gay




Lussac) e em solugbes alcodlicas
decrescentes de 90%, 80% e 70% durante
um periodo de 3 minutos em cada etapa.
Imediatamente, as ldminas foram
depositadas em um recipiente com 2agua
destilada tambéem por um periodo c= 3
minutos.

2.7.2. Bloqueio da peroxidase

O blogueio da atividade da peroxidase
endogena foi realizado usando uma solugdo
de peroxido de hidrogénio (MERK, cat. n.°
2836) diluida em metanol, obtendo-se uma
concentracéo final de 3%. A solugdo foi
depositada em um recipiente de vidro,
protegida da agao da luz e as laminas foram
imersas na solugdo e mantida em contato
com os cortes histologicos por um periodo
de 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente os cortes histolégicos foram
lavados em agua corrente por 10 minutos,
seguido de um banho com solugéo de salina
tamponada (Phosfato Buffer Solution-PBS)
por um periodo de 5 minutos.

2.7.3. Recuperacao antigénica

A recuperagdo antigénica foi realizada
aplicando a proteinase K (GIBCO BRL, cat.
n.° 25530-015) diluida em tampao fosfato a
0,1 M numa concentracdo de 0,05% sobre
os cortes histologicos. As laminas foram
mantidas dentro da camara umida em estufa
a temperatura de 37°C, por periodos de 3 a
10 minutos. Posteriormente, realizou-se
uma lavagem em agua corrente e um banho
em solugdo de PBS por 10 minutos e 5
minutos respectivamente.

2.7.4. Bloqueio das reacgoes inespecificas

O bloqueio das reagbes inespecificas foi
realizado com o uso de uma solugdo de
soro albumina bovina (SIGMA, n.° A-1327)
na concentracdo final de 4% diluida em
PBS, pH 7,2. A solugo foi adicionada - “ore
os cortes histolégicos e mantidos =m
camara Umida por um periodo de 30
minutos em estufa a temperatura de 37°C,
seguido-se des mesmos procedimentos de
lavagem ja descrito anteriormente.

2.7.5. Anticorpos primario e secundario

Para padronizacdo da melhor diluicdo a ser
utilizad2, o anticorpo primario (VMRD, cat
n.%: 210-70-PCRYV) foi diluido em PBS, pH
7,2 nas seguintes diluigdes: 1:100, 1:200,
1:500, 1:1000, 1:1.500, 1:2.000, 1:2.500,
1:3.000,1:3.500, 1:5.000 e 1:10.000. Cada
diluicdo foi testada separadamente e
aplicada sobre trés cortes histolégicos num
volume suficiente para cobri-los
completamente.  As laminas  foram
depositadas em camara umida e mantidas
por diferentes periodos de incubagdo em
estufa a temperatura de 37°C. Inicialmente
trabalhou-se com tempo de 15 minutos,
depois 30, 45 e 60 minutos. Apds a etapa
de incubacao, os cortes foram lavados em
agua corrente por 10 minutos e em seguida
com PBS por 5 minutos. Essa etapa foi
finalizada por uma drenagem cuidadosa das
bordas dos cortes histolégicos com o uso de
papel absorvente.

O anticorpo secundario (anti-lgG de suino
conjugado com peroxidase — SIGMA, n.° A-
9417) foi adicionado individualmente num
volume suficiente para cobrir os cortes
histolégicos. As diluicdes usadas foram as
seguintes: 1:500, 1:1.000, 1:1.500, 1:2.500
e 1:5.000. Cada diluicao foi testada em
triplicata e as laminas contendo os cortes
histolégicos foram colocadas em camara
umida e mantidas por diferentes periodos
de tempo. Trabalhou-se com 15, 30, 45 e 60
minutos e foram realizados os mesmos
procedimentos de lavagem e secagem
como descrito nas etapas anteriores.

2.7.6. Controles

Foram usados trés controles positivos e trés
controles negativos em cada bateria de
testes. Esses foram trabalhados da seguinte
forma: aplicou-se 50 pL de PBS no lugar do
anticorpo primario em dois controles positivo
e negativo. Nos dois outros controles
positivo e negativo adicionou-se 50 pL de
anticorpo policlonal anti-CVS2. Finaimente,
aplicou-se 50 pL de soro negativo em dois
tecidos um positivo e outro negativo.
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2.7.7. Revelagao

A revelacédo foi feita utilizando-se o
substrato diaminobenzidina (DAKO LSAB
Kit Substrate peroxidase-DAB) peroxido de
hidrogénio. As laminas, sobre agao do
substrato, foram mantidas a temperatura
ambiente, dentro de uma camara Umida e
protegidas da ag&o da luz. Foram avaliados
individualmente diferentes periodos de
incubacédo de 5, 7, 8, 10 e 15 minutos. A
reacdo foi paralisada com a lavagem dos
cortes histologicos em agua corrente.

2.7.8. Contracoloragao

A hematoxilina de Mayer foi usada para
contracorar os cortes histolégicos por 45
segundos e lavados imediatamente em
agua corrente por 5 minutos. Os cortes
histologicos  foram  desidratados em

solugdes crescentes de alcoois,
permanecendo 1 minuto em cada cuba. As
laminas foram montadas em laminulas
usando o balsamo do Canada.

2.7.9. Leitura e Interpretacao

A leitura dos testes de HE e IHQ foi
realizada usando o microscopio Optico nos
aumentos de 10X e 40X. No teste de HE as
lesGes histopatoldgicas visualizadas foram
comparadas com aquelas previamente
documentadas para a SRM (Rosell et
al.1999), enquanto que no teste de IHQ
foram avaliados os detalhes da morfologia
celular, a presenca e a distribuicdo antigeno
viral. Para se obter um padrdo de
interpretacdo  dos  resultados  foram
adotados os parametros descritos na Tabela
1.

Tabela 1. Parametros usados para a leitura e interpretacdo dos testes de Imunoistoguimica na
demonstragédo do Circovirus suino tipo 2 em tecidos fixados em-formatina e embebidos em

parafina
Classificagéo Intensidade Reagéao Interpretacao
Reagio negativa i Auséncia de Ausepma do
marcagao antigeno
visualizagdo de marcagao . -
Reacéo positiva fraca + em menos de 25% do quantnd:r:jttia g\r;glma -
campo em analise g
- . visualizagao de marcacao ;
Reacao positiva o o guantidade moderada do
moderada () entre 25 fmaaigl/iosgo campo antigeno
visualizagao de marcacao -
Reacéo positiva forte (+++) acima de 50% do campo em quantdads abuodantaao

analise

antigeno

3. RESULTADOS

As investigagbes nos cortes histologicos
provenientes de animais SPF mostraram
uma estrutura histologica normal quando
corados pela técnica do HE, enquanto os
tecidos sabidamente positivos revelaram
lesbes histopatoldgicas caracteristicas da
SRM. Nos dérgaos linféides, representados
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pelos linfonodos e placas de Peyer foram
observados acentuada reducéo de linfocitos
com desaparecimento dos foliculos linféides
e proliferagao de histiécitos. Além disso, nos
linfonodos foi evidenciada a presenca de
células gigantes multinucleadas e os
corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos
foram ocasionalmente identificados. No
pulmao foi identificada broncopneumonia
intersticial de intensidade variada. No figado
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observou-se a presenca de infiltrado
inflamatérioc  linfohistiocitario.  No  rim
constatou-se a presenga de nefrite
intersticial linfohistiocitaria de distribuicéo
multifocal.

Para a recuperacéo antigénica foi gasto um
tempo de 5 minutos nos cortes histologicos
com 5pm de espessura. Varias diluicdes
dos anticorpos primarios e secundarios
foram  avaliadas, constatando  otima
marcagao quando os cortes histoldgicos
foram incubados nas diluicdes de 1:3.000 e
1:2.500 do anticorpo primario e secundario,
respectivamente por um de periodo de 45
minutos em camara Umida a temperatura de
37°C. O melhor tempo de acgao do substrato
foi de 5 minutos. Utilizando esses
procedimentos a coloragdo de fundo foi
minimizada e a visualizagdo da reagao
melhorada significativamente.

As ceélulas positivas para a presenga do
CVS2, exibiam marcagdo de cor marrom,
caracterizando a presengca do antigeno,
concentrando-se principalmente nos
citoplasmas e ocasionalmente nos nucleos
das celulas infectadas. As células positivas
encontravam-se agrupadas nos infilirados
inflamatérios ou disseminadas pelo tecido.
Um forte sinal (+++) de marcagdo foi
demonstrado no citoplasma dos macrofagos
especialmente nos histiocitos, em células
gigantes multinucleadas e ao redor dos
corpisculos de inclusdo. Além disso, o0s
histiocitos disseminados pelo tecido em
analise exibiam, em menor intensidade,
dispersos sinais de marcacéo.

A distribuicdo de células positivas nos
linfonodos foi multifocal e quando o sinal de
marcagdo foi demonstrado, estava
associado a um processo inflamatorio.
Particularmente, nos linfonodos, foram
observadas marcacoes consistentes,

assumindo intensidades que variavam de
moderada (++) a forte (+++).

A marcacdo nas placas de Peyer (Fig.1) foi
moderada (++) e o sinal demonstrado
apresentava-se geralmente em células com
um nucleo grande, citoplasma abundante e
a distribuicdo no tecido foi totalmente
retalhada. Comparacdo com 0S mesmos
cortes histologicos corados por HE indicou
que muitas destas células eram histiocitos.

O antigeno viral foi também demonstrado
em histiécitos localizados no figado, pulm&o
e rim. As células infectadas pelo CVS2 no
figado foram predominantemente os
hepatécitos e encontravam-se distribuidas
de forma difusa e a intensidade de
marcagdo foi classificada como fraca (+).
Nos pulmdes foram  ocasionalmente
visualizadas marcagbes em células que se
assemelhavam a histiocitos intersticiais e a
intensidade dos resultados foi também
moderada (++). No rim o sinal de marcag&o
foi moderado {++) sendc observado nas
células epiteliais tubulares e histiécitos
intersticiais.

Nos controles negativos, da técnica de IHQ,
nao foram verificados sinais de marcagao,
prevalencendo apenas uma cor violacea
resultante da agdo da hematoxilina de
Mayer conforme mostra a figura 2.

A técnica padronizada foi utilizada para
testar amostras de campo e observou-se
uma correlagdo entre os 10 blocos de
tecidos que foram submetidos as técnicas
de IHQ e HIS e deram resultados negativos.
Além disso, as amostras de tecidos
provenientes de granjas com histérico
clinico, lesdes macroscopicas e
histopatogicas caracteristicas da sindrome,
identificaram com nitidez a presenga do
antigeno viral.
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Figura 1 Fotomicrografia das
placas de Peyer de um suino com
Sindrome da Refugagem
Multissistémica. Notar a redugéo
de células linféides e presenga de
marcagbes nos  macréfagos.
Aumento 400X.

Figura 2 Reacao de
Imunoistoquimica em um linfonodo
infectado pelo Circovirus suino tipo
2. Anticorpo primario utilizado soro
de suino livre de anticorpos para o
Circovirus suino tipo 2. Aumento
200X
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4. DISCUSSAO

O diagnéstico da SRM € baseado na
avaliagdo do historico sanitario do rebanho,
lesbes macroscopicas, histopatologicas
caracteristicas da doenca e a demonstragao
do CVS2 em tecidos lesados. Segundo Ellis
et al. (1998); McNeilly et al. (1999); Allan;
Ellis, (2000), as técnicas de HIS e IHQ tém
sido amplamente empregadas, pois
permitem confrontar as  alteracdes
histopatolégicas e a presenga do acido
nucléico e /ou agente viral, respectivamente,
nos tecidos em analises.

A IHQ esta sendo considerada uma o6tima
alternativa para os processos laboratoriais
que consomem muito tempo, ao adotar
metodologias muito complexas e custos
elevados, como o isolamento viral ou
culturas  microbiolégicas usadas em
diagnosticos de doengas infecciosas de
suinos. Alem disso, sua especificidade pode
ser aumentada, empregando-se anticorpos

monoclonais que reduzem
consideravelmente as reagcoes
inespecificas.

Outra vantagem da reacao de
imunoperoxidase € a possibilidade da
mesma ser visualizada pelo uso de
microscopio  optico convencional. No
entanto, para sua execucdo & necessario
dispor de uma capela de exaustdo para
realizar a etapa de reidratagcdo, uma area
fisica adequada para maior rapidez,
dinamismo e seguranca do operador, além
de um laboratério de histopatologia para
apoio técnico.

A técnica pode ser adaptada para os
diagnoésticos de varias doengas, desde que
conte com os anti-soros especificos.
Pequenas quantidades dos antigenos
podem ser identificadas nos tecidos lesados
e a reagado enzimatica com a peroxidase
pode ser também processada, partindo-se
de tecidos fixados e embebidos em
parafina.

Durante todo o procedimento de execug&o
da técnica, a morfologia  celular,

preservacdo e aderéncia dos cortes
histologicos em l&minas de vidros foram
mantidas com sucesso, apesar de algumas
etapas serem muito agressivas para o corte
de tecido. A boa aderéncia e a preservagao
dos cortes histoldgicos nas Iaminas de vidro
dependem essencialmente do prévio
revestimento pelo silane.

Para a recuperacdo antigénica, muitas
enzimas com atividade proteolitica podem
ser usadas, tais como a tripsina, pepsina,
protease XIV, proteinase K, dentre outras.
Nesse estudo, foi empregada a proteinase K
e a escolha do produto foi em virtude da
facilidade de aquisicdo. Os pesquisadores
Allan et al. (1989) e Haines et al. (1992)
reportaram que a funcdo dessa enzima
sobre o tecido € levar a ruptura das ligagdes
cruzadas entre as cadeias polipeptidicas e,
consequentemente, promover a
recuperacd@o das partes imunorreativas dos
antigenos previamente fixados. Cuidados
devem ser tomados durante o]
procedimento, devido a possibilidade do
préprio antigeno, em pesquisa, ser atingido
pela reagdo de protedlise enzimatica. Dai a
importancia da padronizagdo exata do
tempo de acdo da enzima sobre o tecido em
analise. O tempo utilizado nesse trabalho foi
de 5 minutos para um corte histolégico com
5 um. Esse periodo foi suficiente para
manter a integridade do tecido e uma boa
visualizacdo da reagao.

Com relagéo a padronizagdo dos anticorpos
primarios e secundarios observou-se que
nas baixas diluicdes a marcacdo de fundo
foi intensa, impedindo a leitura do teste. Nas
altas diluigdbes ndo houve diferenciagao
entre controle positvo e negativo
prevalecendo apenas & cor violacea,
caracteristica do controle negativo. A
marcagdo ocorreu e ndo houve coloragao
de fundo quando os cortes histolégicos
foram incubados nas diluigdes de 1:3.000 e
1:2.500 do anticorpo primario e anticorpo
secundario, respectivamente.  Deve-se
ressaltar que todas as etapas da técnica
foram criticas, ndo bastando padronizar
apenas um reagente ou definir um unico
tempo. Foi necessaria a padronizagao
individual de todas as etapas, confrontando-
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se com o todo para chegar a um resultado
confiavel.

A verificagdo de histiocitos marcados,
principalmente no citoplasma, caracterizou a
reacao positiva em tecidos linféides e nao-
linféides. Pelos resultados obtidos os
linfonodos foram os que apresentaram
melhor intensidade de marcacao
classificada como forte (+++). Além disso,
as analises permitiram confrontar
nitidamente as alteracdes histopatologicas
caracteristicas da doenca, como a auséncia
de foliculos linféides, reducdo acentuada de
linfécitos e proliferagcdo de histiécitos com a
presenga do agente viral demonstrado pela
técnica de IHQ. West et al. (1999);
Krakowka et al. (2000) descreveram que
mesmo em infecgdes subclinicas da SRM,
nos centros germinativos dos linfonodos sao
demonstradas quantidades minimas de
antigeno viral pelo teste de IHQ.

Nos cortes oriundos de material suspeito da
SRM foi verificada nitidamente a presenca
de lesGes histopatologicas caracteristicas da
sindrome como a redugcdo de linfocitos,
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proliferagcdo de histiocitos. A presenca de
marcagéo foi localizada principalmente no
citoplasma dos histiocitos identificando o
antigeno viral.

A combinacéo das técnicas de
histopatologia e IHQ pode ser vistas como
um excelente instrumento para o
diagnéstico de rotina na demonstragao do
CVS2 (Barbosa et al, 2004). No entanto,
essa recomendacdo depende da utilizagao
de reagentes e controles especificos para o
agente em estudo, diluicbes adequadas,
cuidadosamente padronizadas, equipamentos
de histopatologia e técnicos especializados.

Neste trabalho, padronizou-se uma técnica
de IHQ para a demonstragdo do CVS2 em
diferentes tecidos de suinos, usando um
anticorpo policlonal comercial. Observou-se
total concordancia nos resultados das
analises com o histérico das amostras de
campo submetidas aos testes de IHS e IHQ,
confirmando a coeréncia dos resultados. A
técnica padronizada pode ser aplicada
como uma ferramenta na demonstracao do
CVS2 e, conseqglientemente, auxiliar no
diagnéstico da SRM.




Capitulo II

DEMONSTRAGAO DO CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 (CVS2) EM TECIDOS DE
ANIMAIS SUSPEITOS DA SINDROME DA REFUGAGEM MULTISSISTEMICA
SUINA (SRM) ATRAVES DA TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA (IHQ)

RESUMO

A presenca do Circovirus suino tipo 2 (CVS2) foi estudada em diferentes tecidos provenientes
de animais com suspeita clinica da Sindrome da Refugagem Multissistémica (SRM) através da
técnica de Imunoistoquimica (IHQ). O antigeno viral foi demonstrado em 74 (36,45%) das 203
amostras de tecidos analisadas, sendo linfonodo e pulmdo os tecidos onde o virus foi
encontrado com maior freqiiéncia. A técnica possibilitou uma correlagdo entre as alteragtes
histopatolégicas e a distribuicdo do agente viral.

Palavras-Chave: Suino (Sus scrofa scrofa), Circovirus suino tipo 2 (CVS2), Sindrome da
Refugagem Multissistémica (SRM), Histopatologia, Imunoistoquimica

ABSTRACT

The presence of the type 2 porcine circovirus (PCV2) was studied in different tissues samples
derived from animals which showed clinical signs of Postweaning Multisystemic Wasting
Syndrome (PMWS) through the immunohistochemical technique. The viral antigen was
demonstrated in 74 (36,45%) of the 203 of analysed tissue samples. The virus was found more
frequently in lymph node and lung tissues. The technique made it possible a correlation
between histopathological alterations and viral detection spread.

Keywords: Swine (Sus scrofa scrofa), Type 2 porcine circovirus (PCV2), of Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS), Histopathology, Immunochistochemical
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1. INTRODUGAO

A Sindrome da Refugagem Multissistémica
(SRM) associada ao Circovirus suino tipo 2
(CVS2) é reconhecida como uma doenca
emergente e tem sido descrita em varios
locais do mundo, onde a suinocultura tem
grande expressao econdmica. A
enfermidade acomete suinos principalmente
de 6 a 12 semanas de idade (Segalés;
Domingo, 2002; Harding, 2004).

Os sinais clinicos mais representativos da
doenca incluem baixo ganho de peso,
desenvolvimento corporal deficiente,
disturbios respiratérios e diarréia. As lesdes
macroscopicas associadas a doenga sdo
muito  variaveis, sendo  constatadas
linfoadenomegalia regional ou generalizada
e pulmdes com areas de consolidagdo nos
lobos anteriores cranio-ventral (Segalés et
al., 2004).

As principais alteragbes microscopicas
localizam-se especialmente nos tecidos
linféides do bago, tonsilas e linfonodos e
sd0 caracterizadas por redugdo nos
nimeros de linfécitos, proliferacdo de
histiocitos e formacdo de células gigantes
multinucleadas. Outro achado
histopatologico eventualmente observado é
a presenca de corpusculo de inclusdo
intracitoplasmatico (Rosell et al.,1999;
Segalés, 2002; Kim et al., 2003).

Constitui-se em dificuldade para a obtengao
do diagnodstico da SRM o fato dos sinais
clinicos serem inespecificos, de haver
grande multiplicidade de 6rgéos envolvidos,
comprometimento do sistema imune e a
presenca de doencas concorrentes como a
sindrome respiratéria reprodutiva suina
(SRRS), a Parvovirose Suina, Enteropatia
Proliferativa, Doenca de Glasser e outras.
Assim, o diagnéstico final deve ser
estabelecido nos seguintes critérios:
presenca de sinais clinicos e achados de
necropsia compativeis com a doenga,
identificacdo de lesGes histopatologicas
caracteristicas e a demonstragdo do acido
nucléico e/ou do antigeno viral dentro das
lesdes pelas técnicas de Hibridizacao in situ

32

(HIS) ou de Imunoistoquimica (IHQ)
respectivamente. Esses critérios analisados
separadamente ndo confirmam a presenca
da doenca, pois a infecgdo pelo CVS2 néo
implica necessariamente na existéncia da
SRM no plantel (Ellis et al.,1998; Larocelle
et al., 2003; Harding, 2004).

Atualmente, a técnica de IHQ estad sendo
amplamente empregada em diagnosticos de
enfermidades humanas e de animais. Em
particular, nas doengas infecciosas suinas
de etiologias bacterianas e virais. A IHQ
conjuga as técnicas histolégicas,
imunolégicas e bioquimicas, possibilitando a
demonstracdo de antigenos tissulares in sifu
por meio da utlizagdo de anticorpos
especificos e moléculas marcadoras
(Gimeno, 1995).

A proposta deste estudo foi investigar a
presenga do CVS2 através da técnica de
IHQ em tecidos de suinos com sinais
cltnicos sugestivos da sindrome da SRM.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. AMOSTRAS CLINICAS

As amostras clinicas utilizadas neste
trabalho compreenderam dois grupos.

2.1.1. Amostras de tecidos obtidas em
granjas de suinos do estado de Minas
Gerais.

Os animais que apresentavam como
principal sinal clinico, a elevagdao da
refugagem, foram selecionados durante
visitas em granjas de suinos, localizadas em
diversos municipios do estado de Minas
Gerais. Foram visitadas 12 granjas
comerciais e realizadas 32 necropsias em
suinos com idades de cinco a 11 semanas.
Os animais foram identificados pela letra S e
numeros de 1 até 32 (Sn).

Os animais necropsiados exibiam além de
elevada refugagem, alguns sinais clinicos
relacionados a SRM como: inapeténcia,
dispnéia, taquipnéia, palidez da pele,
diarréia, tosse, necrose de orelha e febre.




Na necropsia foram consideradas alteracoes
macroscopicas sugestivas da SRM como:
linfoadenomegalia regional ou generalizada,
pulm&o com areas de consolidacdo nos
lobos pulmonares, especialmente nos lobos
porcao cranio ventrais € nos rins, manchas
brancacentas com  hemorragias tipo
petequial distribuidas sobre a cértex renal.

Dos 32 suinos submetidos & necropsia, 92
amostras de tecidos foram selecionadas
para analise histopatolégica. Sendo 38
(41,30%) linfonodos, 16 (17,39%) pulmdes,
14 (15,21%) figados, 16 (17,39%) rins, cinco
(5,43%) fragmentos de intestino e 3 (3,60%)
tonsilas.

Os fragmentos de tecidos foram fixados em
solugao de formalina tamponada a 10% por
um periodo de atée 48 horas e,
posteriormente, processadas, laminados a 5
Hm e coradas através da técnica de
hematoxilina e eosina (HE).

2.1.2, Amostras recebidas para
diagndstico histopatolégico na Escola de
Veterinaria da UFMG

Foram estudadas amostras de demanda
recebidas no laboratério de patologia da
Escola de \Veterinaria da UFMG,
provenientes de granjas de suinos
localizadas nos Estados de Goids, Santa
Catarina e Mato Grosso. Os animais
apresentavam forte suspeita clinica da SRM
no momento da coleta. As amostras foram
recebidas durante o periodo de setembro de
2003 a margo de 2004, sendo
representadas por 36 linfonodos, 31
pulmdes, 26 figados e 18 rins, totalizando
111 tecidos analisados.

2.2. CONTROLES
2.2.1. Tecidos positivos

Foram utilizados como controles positivos
tecidos incluidos em parafina, sabidamente
positivos para a presenca do CVS2,
originarios do  Veterinary  Diagnostic
Laboratory-University of Minesotta-USA e
Universidade Auténoma de Barcelona-ES,

cortesia dos Professores James Collins e
Joaquim Segalés respectivamente.

2.2.2. Tecidos negativos

Foram utilizados como controles negativos
tecidos incluidos em parafina, sabidamente
negativos, provenientes de animais livres de
patégenos especificos (Specific Pathogens
Free-SPF) gentiimente enviados pela
Embrapa Suinos e Aves.

2.2.3. Soros positivos

Soro policlonal de origem suina contra
CVS2 (VMRD, Inc. catalogos n® : 211-P-
PCRV e n°: 210-70-PCRYV).

2.2.4. Soros controles negativos

Soro de origem suina livre de anticorpos
contra o CVS2 (VMRD, Inc. catalogo n° :
211-N-PCRV) e soro de animais livres de
patdégenos especificos (Specific Pathogens
Free-SPF) provenientes da Embrapa Suinos
e Aves.

2.3. IMUNOISTOQUIMICA (IHQ)

A técnica de IHQ foi padronizada segundo
as metodologias descritas por Ellis et
al.(1998), Sorden et al. (1999) e Chianini et
al. (2001) com algumas maodificagées.
Resumidamente, os cortes histolégicos
foram colocados em lamina de vidro
previamente revestida pelo
aminopropiltrietoxsilano (silane) (SIGMA, n°
A-3648), desparafinizados com xilol. A
atividade da peroxidase endégena foi inibida
por imersdo das laminas em solugdo de
peréxido de hidrogénio (MERK, n°® 2836) a
3% diluida em metanol por 30 minutos
reidratados em  solugbes  alcodlicas
decrescentes. A recuperacao antigénica foi
realizada utilizando a proteinase K (GIBCO
BRL. cat. n® 25530-015) a 0,05% diluida em
tampao fosfato a 0,1M e o blogueio das
reacdes inespecificas foi executado com
soroalbumina bovina (SIGMA, n® A-1723) a
4%.
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Foi adicionado 50pL de anticorpo policlonal
anti-CvS2 (VMRD, Inc. cat. n% 210-70-
PCRV) sobre os cortes de tecidos na
diluicao de 1:3.000 e incubados em camara
umida por 40 minutos a temperatura de
37°C. As laminas foram lavadas, drenadas e
aplicado sobre os cortes de tecidos 50 L
anticorpo secundario anti-lgG de suino
conjugado com peroxidase (SIGMA n? A-
9417) na diluigdo de 1:2.500. Finalmente, as
laminas foram incubadas com a solugéo de
diaminobenzidina (DAKO, LSAB Kit
Substrate peroxidase-DAB)-perdxido
hidrogénio, por sete minutos, lavadas,
contra-coradas pela hematoxilina de Mayer
e desidratadas em solugdes crescentes de
alcoois. As laminas foram montadas com
balsamo do Canadd e examinadas ao
microscopio optico nos aumento de 20x e
40x. Em cada bateria de testes foram
utilizados dois controles positivos e dois
controles negativos. Foram adotados os
seguintes parametros para a interpretagdo
dos resultados:

Reagao negativa = (-) auséncia total de
marcacgoes (auséncia do antigeno viral).

Reacédo positiva fraca = (+) visualizagdo de
marcagoes em menos de 25% do campo em
analise (quantidade minima do antigeno
viral). A

& VE Vs
%

o

“ BIBLIOTECA

O

Reagao positiva moderada = (++)
visualizagdo de marcagdes entre 25 a 50%
do campo em analise (quantidade
moderada do antigeno viral).

Reagao positiva forte = (+++) visualizagdo
de marcagoes acima de 50% do campo em
analise (quantidade abundante do antigeno
viral).

3. RESULTADOS

Dos 32 animais necropsiados, provenientes
das 12 granjas do Estado de Minas Gerais,
todos exibiram sinais clinicos de refugagem,
13 (40,62%) apresentaram  disturbios
respiratorios e em 6 (18,75%) foi verificada
diarréia.

Os principais achados macroscopicos
observados a necropsia estdao sumarizados
na Figura 1. Observa-se que a
linfoadenomegalia foi o achado mais
freqliente (59,37%), seguido de dreas de
consolidagao pulmonar (50,00%).

Na Tabela 1 estao resumidos os dados
referentes as amostras dos animais
necropsiados, lesoes histopatologicas
encontradas, resultados do teste de IHQ e
as respectivas intensidades das marcacgoes
observadas.
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Figura 1: Ocorréncias de lesdes macroscépicas em 32 animais necropsiados provenientes de

granjas localizadas no estado de Minas Gerais
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Tabela 1. Fregiéncia, tipo de lesbes histopatolégicas e resultados da Imunoistoquimica em
tecidos dos 32 animais com suspeita da Sindrome da Refugagem Multissistémica provenientes
de granjas do estado de Minas Gerais

N° de tecidos com

Resultados do

- Lesdes lesdes/ teste de IHQ/ total Intensidade
Tecidos - = ) » das
histopatologicas total de tecidos de tecidos ACasEE
examinados examinados ¢
Reducao de células linfoides 4/38
Proliferac@o de histiocitos 4/38
Auséncia de foliculos 3/38 ++
Linfonodos* Presenca de célula gigante 2/38 4/38 +++
Presenca de corpusculos de 2/38
inclusdo
Reducao de células linféides 0/3
Proliferacdo de histiécitos 0/3
Auséncia de foliculos 0/3
Tonsila Presenca de célula gigante 0/3 0/3 _
Presenca de corpusculos de 0/3
inclusao
Reducdo de células linféides 07
Proliferacdo de histiocitos 0r7
Auséncia de foliculos 07
Bago Presenca de célula gigante o7 017 _
Presenca de corpusculos de or7
inclusdo
Reducéo de células linfoides 0/15
Proliferacao de histiocitos 0/15
Intestino Auséncia de foliculos 0/15
(Placas de Presenca de celula gigante 0/15 0/15 =
Peyer) Presenga de corpusculos de 0/15
inclusdo
Pneumonia intersticial 2/16
- Broncopneumonia 116 +
Pulniho Presenca de célula gigante 116 W16 ++
Nefrite intersticial multifocal 0112
: Glomérulo nefrite 012
Rim Presenca de célula gigante 012 wia -
Hepatite periportal 011
Figado Presenca de célula gigante 0/11 0/11 _
Total 7192

*Lesdo em pelo menos um linfonodo examinado (inguinal superficial, mesentérico, mediastinico).

*Lesdo em peln menos um lobo do pulmio (lobo apical direito e esquerdo, lobo cardiaco direito e esquerdo, lobo
diafragmatico « reito e esquerdo e lobo acessorio).
Reagao negativa = (-) auséncia total de marcagao.
Reagdo positiva fraca= (+) visualizagao de marcagdes erm menos de 25% do campo em analise.

Reagdo positiva moderada= (++) visualizag&o de marcagoes entre 25% a 50% do campo em analise.

Reagao positiva forte= (+++) visualizag8o de marcagdes acima de 50% do campo em analise.
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A analise dos resultados revelou a presenga
de lesdes histopatoldgicas caracteristicas da
sindrome em quatro amostras dos 38
(10,52%) linfonodos e em trés amostras dos
16 (18,75%) pulmdes analisados.

Foram identificadas lesdes histopatolégicas
como redugdo do numero de células
linfoides e proliferacdo de histiocitos em
10,53% (4/38), auséncia de foliculos em
7,90% (3/38). Além disso, evidéncia clara de
corpusculos de inclus&o intracitoplasmaticos
e celulas gigantes multinucleadas foram
encontrados em 6,25% (2/38) amostras dos
linfonodos estudados.

Dos 16 pulmdes analisados foram
demonstradas lesées de pneumonia
intersticial em 12,50% (2118),

broncopneumonia em 6,25% (1/16) e

presenga de célula gigante também em
6,25% (1/6). As demais amostras de tecidos
analisadas  histopatologicamente  como
intestino, baco, tonsila, rim e figado n&o
mostraram alteragbes compativeis com a
SRM.

Do total de 32 animais examinados somente
trés foram positivos no teste de IHQ (Tab.
2). O animal identificado por S; apresentou
marcagdo em dois linfonodos inguinais e
mesentéricos e também no pulmdo. Os
outros dois animais identificados por Sy, €
S,g apresentaram marcagdes no linfonodo e
no pulméo. As marcacgbes, nesses tecido,
variavam de fortes (+++) a moderadas (++).
Dos sete resultados positivos, trés
linfonodos apresentaram marcagdes fortes
(+++), trés pulmdées e um linfonodo
mostraram marcacdes moderadas (++).

Tabela 2. Imunoistoquimica para o Circovirus suino tipo 2 em suinos com a Sindrome da

Refugagem Multissistémica

Grania Animais Resuiltados positivos/tecidos coletados
necropsiados linffonodo  tonsila pulmdo  figado rim bago intestino
G4 Si 2/3 0N mn 01 on 0N on
Gg S24 mn on 1M on 0/0 0/0 0/0
G Sz 171 0/0 m 0N 0N 0/0 0/0

A amostra de pulmdao com lesdo de
broncopneumonia intersticial e negativa
para a presenca de antigeno viral CVS2 no
teste de IHQ foi procedente de granja
sabidamente positiva para pneumonia
enzodtica.
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Os resultados obtidos nas 113 amostras
recebidas na EV da UFMG, com suspeita da
SRM estéo apresentados na Tabela 3.




Tabela 3: Frequéncia das amostras clinicas analisadas, enviadas ao laboratério de
histopatologia do Departamento de Patologia da UFMG, presenca de lesdes histopatélogicas,
resultados no teste de Imunoistoquimica e intensidade das marcacgdes.

Freqiéncia de

Resultados da

tecidos com Intensidade
Tecidos Lesdes lesdes IH?éctic;t:;de da
/total de tecidos siakeEd0s marcacao
analisados
Proliferacdo de histiécitos 34/36
Reducao de células linfoides 32/36 22
Linfonodos Auséncia de foliculos 29/36 31/36 Bk
Presenca de célula gigante 19/36
Presenca de corplsculos de 16/36
inclusao
- Pneumonia intersticial 13/31 Fe
Pulméo Broncopneumonia 9/31 16/31
Presenca de célula gigante 2/31
Rim Nefritt._e interstigial multifocal 9/26 1126 ++
Glomérulonefrite 4/26 +
; Hepatite periportal 13/16
Flgada Necrose 1116 are *
Total 66/111

*Lesdo em pelo menos um linfonodo examinado (inguinal superficial, mesentérico).
*Lesdo em pelo menos um lobo do pulmao (lobo apical direito e esquerdo, lobo cardiaco direito e esquerdo, lobo

diafragmatico direito e esquerdo e lobo acessorio).

Reagado negativa = (-) auséncia total de marcagao.

Reacéao positiva fraca= (+) visualizagdo de marcagdes em menos de 25% do campo em analise.
Reagao positiva moderada= (++) visualizagdo de marcagdes entre 25% a 50% do campo em analise.
Reagao positiva forte= (+++) visualizagdo de marcagbes acima de 50% do campo em analise.

Na presente investigacao, lesdes
microscopicas atribuidas a SRM foram
encontradas em orgaos linfoides
(linfonodos) e 6rgdos nao-linféides como
pulméo, figado e rins conforme mostra a
Tabela 3.

Dos 36 linfonodos analisados, as lesdes
mais frequentes foram proliferagcédo de
histiécitos e reducdo de células linféides
com 9444% (34/36) e 88,88% (32/36),
respectivamente. Seguido por auséncia de
foliculos linféides em 80,55% (29/36),
presenga de células gigantes em 52,77%
(19/36) e 44 44% (16/36) corpusculos de
inclusao.

Dos 31 pulmdes analisados, 44,82% (13/31)
apresentavam pneumonia intersticial,
31,04% (9/31) broncopneumonia e 6,45%
(2/31) presenga de célula gigante
multinucleada. Nos rins, das 26 amostras
analisadas, foi constatada nefrite intersticial
multifocal em 34,61% (9/26) e
glomérulonefrite em 15,38% (4/26).

Significativa proliferacdo de histiocitos foi
verificada no figado em 81,25% (13/16) das
amostras analisadas. As células
inflamatérias estavam distribuidas na triade
portal e concentrada em focos distribuidos
aleatoriamente, o qual ocasionalmente
representou simples células em necrose
6,25% (1/16).
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Os resultados dos testes de IHQ realizados
em 92 amostras de animais necropsiados e
em 111 amostras de materiais recebidos
para diagnodstico, observamos 35,96%
(203/73) de amostras positivas. A presenca
do antigeno viral foi verificada em tecidos
linféides e nao—linfoides conforme mostram
as Tabelas 1 e 3 e a Figura 2.

No teste de IHQ houve uma variagao na
quantidade e distribuicao do antigeno viral
nos tecidos analisados. O antigeno viral foi
identificado pela marcagao de pequenos
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granulos, amorfos, apresentando cor
marrom, distribuidos de forma abundante e
uniforme pelo citoplasma e, ocasionalmente,
no nucleo das células infectadas, conforme
mostra a Figura 3.

Os resultados mostraram que as marcagoes
ocorreram principalmente nos histiocitos.
Além disso, o antigeno viral foi também
demonstrado, em menor freqiéncia no
citoplasma das células gigantes e na
periferia dos corpusculos de inclus@o
intracitoplasmaticos.
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Figura 2. Resultados positivos nos testes de Imunoistoquimica nas diferentes amostras de

tecidos analisadas.

Neste estudo o antigeno viral foi
demonstrado através do teste de IHQ
sempre em associagao com lesoes
histopatologicas caracteristicas da SRM. Os
dados obtidos mostraram uma maior
freqiéncia de resultados positivos nos
linfonodos e pulmdes seguidos pelo rim e
figado. Os controles negativos analisados
paralelamente com as analises mostraram
uma estrutura histolégica normal quando
corados pela HE (Fig. 4).

Houve variacao na quantidade e distribuigao
do antigeno viral nos tecidos analisados

como pode ser verificado nas Tabelas 01 e
03. Nos linfonodos, varidaveis numeros de
histiocitos presentes no infiltrado
apresentaram marcagoes moderadas (++) e
principalmente fortes (+++). No pulmao
observaram-se marcagcoes moderadas (++).
No rim muitas células positivas foram
observadas nos intersticios e as marcagoes
variavam de fracas (+) a moderadas (++).
No figado, variavel numero de células
positivas foi observado na regiao periportal
e apresentaram marcacoes fracas (+).
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Figura 4. Controle negativo da
reagao no teste de
Imunoistoquimica em linfonodo. O
anticorpo primario representado
pelo soro de suino de animal SPF,
cromégeno DAB, contracoloragao
por Hematoxiina de Mayer.
Aumento 200X.

Figura 3  Fotomicrografia do
linfonodo naturalmente infectado
pelo Circovirus suino tipo 2.
Antigeno viral detectado pela técnica
de Imunoistoquimica. Notar a
marcagao especifica no citoplasma
dos macroéfagos. Aumento 400X.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo foi demonstrada a presenca
do CVS2 pelo teste de IHQ, em diferentes
tecidos provenientes de suinos com
suspeita clinica da SRM. Os resultados
mostraram altas freqiéncias das lesdes
macroscopicas como linfoadenomegalia e
areas de consolidacido pulmonar nos 32
animais necropsiados, apesar de apenas
trés deles terem sido positivos na IHQ.

E consenso de véarios pesquisadores que 0s
achados macroscopicos nao sao
conclusivos para a diagnosticar a doenga no
plantel. No entanto, a constatagédo do
aumento nos linfonodos, principalmente os
inguinais superficiais e mesentéricos, as
areas de consolidacdo pulmonar
especialmente nos lobos anteriores porgdes
cranio-ventral, manchas brancacentas nos
rins, com hemorragias tipo puntiforme
distribuidas na cértex renal e visualizagdo
de pontos amarelados no figado, séo fortes
indicativos de uma possivel existéncia da
sindrome no plantel, podendo auxiliar no
direcionamento do diagnoéstico laboratorial
(Rosell et al.,1999; Segalés et al., 2004).

A distribuicdo das lesdes histopatologicas
em orgdos linféides (linfonodos e placas de
Peyer) e nao-linféides (pulm&o, rim e figado)
nos tecidos dos suinos analisados,
concordam parcialmente com as prévias
descrigcbes de Ellis et al. (1999). As mais
relevantes e  freqlentes  alteragtes
observadas nos linfonodos com depleg&o
linféide e proliferagdo de macréfagos,
especialmente histidcitos. Os resultados sao
compativeis com as documentacdes
realizadas por Ellis et al. (1999) que
verificaram em 131 tecidos analisados 54
foram positivos no teste de IHQ. Dos 54
resultados positivos, 27 apresentavam
lesbes histopatologicas caracteristicas da
sindrome como redugao nos numeros de
linfocitos e infiltracdo de histiocitos. Todd,
(2000) descreveram que essas lesdes sao
sugestivas de um fenémeno de
imunossupressao.

Neste trabalho, a aplicagcéo do teste de IHQ
demonstrou a presenca do antigeno viral
regularmente distribuido nos linfonodos,
pulméao, rins € em menor grau no figado.
Esses resultados concordaram,
parcialmente, com os achados de Rosell et
al. (1999) que encontraram antigeno viral
em maior concentracdo no figado, quando
comparados com 0s rins.

Foram verificadas altas concentragbes do
antigeno viral no citoplasma das células
infectadas caracterizando a reacéo positiva.
As melhores marcagdes, que variavam de
evidentes a fortes, foram demonstradas
principalmente nos linfonodos, pulmdes e
rins. Segundo Rosell et al. (1999) a variag&o
em intensidade e distribuicdo das lesbes
histopatoldgicas em érgéos linféides e néo-
linféides nos casos de animais suspeitos da
SRM, provavelmente dependem do estagio
da doenga em que o0s animais se
encontram. Segalés et al. (2002), relataram
que podem ser casos representativos da
forma aguda da doenca e os tecidos que
apresentavam lesdes histopatologicas como
reducdo dos numeros de linfécitos e
proliferagdo de histiocitos em oOrgaos
linféides mostraram forte imunorreagéo pela
técnica de IHQ. McNeilly et al. (1999)
descreveram que em virtude das freqlentes
infecgbes subclinicas causadas pelo CVS2
serem comuns dentro dos rebanhos de
suinos é recomendada a demonstraga@o de
grande quantidade de acido nucléico ou
antigeno do CVS2 pelos testes de IHQ\ HIS
em lesdes histopatolégicas.

Os resultados deste trabalho evidenciaram
que tipicamente o antigeno viral foi
localizado no citoplasma de histiécitos (Fig.
3), em células gigantes multinucleadas e,
algumas vezes, na periferia dos corpusculos
de inclusdo intracitoplasmaticos. As
marcacbes ndo foram encontradas em
células epiteliasis e esses achados
concordam parciaimente com Ellis et al.
(1999) que encontraram, ocasionalmente,
marcacbes em células epiteliais. A aparente
auséncia de marcag&o pelo teste de IHQ no
nucleo das células infectadas pelo CVS2
necessita de mais estudos.

45




Pasick (2002) verificou através da técnica
de HIS que uma grande quantidade de
acido nucléico do CVS2 foi observada em
histiocitos e estd em concordancia com
outros pesquisadores que sustentam o
argumento das células de defesa serem
alvos primarios para a replicagao do virus.
Porem, recentemente, Vincent et al. (2003)
propuseram que os mondcitos, histiocitos e
celulas dendriticas sejam alvo primario do
CVS2, podendo ser identificado por varias
semanas nestas células, havendo indicacao
de replicagao viral nas mesmas. Gilpin et al.
(2003), descreveram que a presenga do
virus nas celulas esta relacionada com
endocitose e ndo com a multiplicagao viral
nas mesmas. Darwich et al. (2004)
reportaram que os histiocitos e células
dentriticas contém o virus em grande
quantidade no citoplasma e podem nao ser
a fonte primaria de replicagao viral.

Magar et al. (2000) avaliaram em infecgéo
experimental a presenca de inclusdes
basofilicas intracitoplasmaticas e células
gigantes multinucleadas em 10 dos 16
tecidos analisados, mostrando inflamacéo
granulomatosa. Segalés (2002) contatou a
presenga dos corplUsculos de inclusdo
intracitoplasmaticos em aproximadamente
30% a 35% dos casos positivos da SRM.
Em alguns casos a presenca do CVS2 tem
sido demonstrada somente pela
identificagdo de corpusculos de inclusédo
intracitoplasmaticos. Trata-se de formagdes
arredondadas e de coloragdo basofilica
encontradas ocasionalmente nos
macréfagos dos tecidos afetados pelo
CVS2, corados pela técnica de HE e
apresentaram marcagé&o na periferia atraves
da técnica de |HQ.

A baixa freqiéncia na demonstragdo do
antigeno viral pelo teste de IHQ em 7,60%
(7/92) das amostras de tecidos analisadas
em 32 animais de 12 granjas de suinos de
Minas Gerais sugere, que as amostras
teciduais foram procedentes de animais que
ja eram refugos e né&o que se tornaram
refugos por causa da infecgdo pelo CVS2 e
sim por outros agentes infecciosos e ou por
falhas de manejo. Portanto, a escolha do
animal ou animais para serem submetidos a
necropsia & de fundamental importéncia e
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mais de um animal do plantel deve ser
examinado para auxiliar no diagnéstico
diferencial.

Os resultados dos testes histolégicos (HE)
foram confrontados com os resultados dos
testes de |HQ, conforme mostram as
Tabelas 2 e 4, que ilustram claramente a
relacdo entre a presenca de lesdes
histopatolégicas, compativeis com a SRM e
a demonstracdo do antigeno viral CVS2.
Essas observagbes coincidem com as
investigacdes realizadas por Rosell et al
(1999) e Calsamiglia et al. (2002) que
verificaram respectivamente nos testes de
IHQ e HIS a correlacdo entre as lesdes
histopatolégicas caracteristicas da SRM e a
presenga do antigeno viral e ou acido
nucléico viral em diferentes tecidos de
suinos.

A alta frequéncia de resultados positivos
encontrados nos linfonodos  (47,29%)
sugere que esse tecido deve ser usado
comc amostra-de eleicdo para tentativa de
demonstracdo do CVS2 no teste de IHQ.
Pelos resultados obtidos observa-se que
dentro das amostras de tecidos analisadas
os linfonodos foram os que apresentaram
maior frequéncia de resultados positivos e
maior frequéncia de marcacdes
classificadas como fortes no teste de IHQ,
permitindo-se uma facil leitura, interpretacéo
e confiabilidade dos resultados obtidos.
Moreno et al. (2003) escolheram os
linfonodos como o material mais indicado
para a demonstragéo do CVS2 pelo teste de
PCR.

Por ser um orgdo de facil identificagéo,
especialmente o linfonodo inguinal e pelo
fato deste se encontrar aumentado de
volume na maioria dos casos de SRM, ele &
facilmente visualizado facilitando o processo
de coleta da amostra. A qualidade de
qualquer analise laboratorial seja de
natureza fisica-quimica ou microbiolégica
inicia-se na obteng&o correta do material de
campo.

Foi possivel confrontar nitidamente as
alteracdes histopatologicas caracteristicas
da SRM como redugdo acentuada de
linfocitos e proliferacdo de histiocitos, a




auséncia de foliculos linfoides, presenca de
celulas gigantes e corpusculos de inclusdo
com a presenga do agente viral dentro das
lesbes pelo teste de IHQ. Além disso, os
pesquisadores Allan; Ellis, (2000); Krakowka
et al. (2000) verificaram que mesmo nas
infecgcbes subclinicas, nos centros
germinativo dos linfonodos sdo
demonstradas pequenas quantidades do
antigeno viral do CVS2.

Outro aspecto a considerar & o cuidado na
selecdo dos animais e a coleta das
amostras. Inicialmente, deve-se langar m&o
do exame clinico completo, coletivo e
individual, acompanhado pela necropsia do
animal, se possivel, de varios que & o ideal.
Esses cuidados auxiliam também no
diagnéstico diferencial da SRM no rebanho.
Se essa conduta for inviavel, a

disponibilidade de tecidos Ilinfoides, em
particular os linfonodos, podem ser
satisfatorios.

CONCLUSOES DA SEGCAO 1
Ha evidéncias suficientes para concluir que:

Houve uma consistente associacdo entre a
presenca do antigeno viral CVS2
demonstrado pela IHQ e as lesdes
histopatologicas caracteristicas da SRM.

O linfonodo é a amostra de eleigdo para a
demonstragao do antigeno viral pela técnica
de IHQ.

O teste de IHQ associado ao exame
histopatolégico pode ser usado para o
diagnoéstico da SRM.
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SEGAO 2

UTILIZAGAO DA TECNICA DE IMUNOPEROXIDASE EM MONOCAMADA DE
CELULAS: PESQUISA DE ANTICORPOS PARA O CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2




Capitulo I

PADRONIZAGAO E APLICAC}AO DA TECNICA DE IMUNOPEROXIDASE EM
MONOCAMADA DE CELULAS (IPMC) NA DEMONSTRAGCAO DE ANTICORPOS
PARA O CIRCOVIRUS SUIN TIPO 2 (CVS2) EM SOROS DE SUINOS

RESUMO

Foi padronizada a técnica de imunoperoxidase em monocamada de células (IPMC)
objetivando-se a demonstrac@o de anticorpos para o Circovirus suino tipo 2 em suinos. Os
soros foram diluidos e incubados sobre a monocamada de células PK15 infectadas e fixadas.
O método permitiu a diferenciacdo e titulagdo de soros de referéncias reagentes e nao
reagentes e a avaliagdo preliminar de soros de campo. As reagdes positivas produziram uma
marcagao de cor marrom no interior das células podendo ser lida ao microscopio 6ptico.

Palavras-chave: Suino (Sus scrofa scrofa), Circovirus suino tipo 2 (CVS2), Imunoperoxidase
em monocamada de células (IPMC), Sorologia

ABSTRACT

The immunoperoxidase in monolayer assay was stardandized for the detection of serum
antibodies against type 2 porcine circovirus (PCV2) in pigs. Sera were diluted and incubated
over PK-15 cells PCV2 infected and fixed monolayer. The technique allowed the differentiation
of reacting and non-reacting references serum samples and the study of field sera from animals
originated from herds suspected of being infected with PCV-2. The positive reaction was
demonstrated by the cell brown labelling that could see seemed by optical microscope.

Keywords: Swine (Sus scrofa Scrofa), Type 2 porcine circovirus (PCV2), Immunoperoxidase in
monolayer of cells (IP), Serology
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1. INTRODUGAO

O Circovirus suino (CVS) é membro da
familia Circovidae, mede 17nm de diametro,
apresenta uma estrutura icosaédrica e nao
possui envelope lipidico. O genoma &
composto por um DNA  circular
covalentemente fechado, fita simples, senso
positivo, com um peso molecular de 0,56 x
10° Daltons e possui em torno de 1.760
nucleotideos (Lukert et al., 1995; Mankertz
et al., 2000).

O Circovirus suino tipo 1 (CVS1) é
considerado ndo patogénico para os suinos
e ja é conhecido hd muito tempo, como
contaminante ndoc citopatogénico da
linhagem de células derivadas de rim suino
(Porcine Kidney-PK15). O Circovirus suino
tipo 2 (CVS2) tem sido associado a varias
doencas de suinos entre elas a Sindrome
da Refugagem Multissistémica (SRM)
(Tischer et al.,1986; Kim et al., 2003;
Segalés et al., 2004).

Os animais clinicamente afetados pela SRM
exibemn emagrecimento progressivo,
disturbios respiratérios e diarréia. Os
achados macroscépicos mais freqientes
sao linfoadenomegalia e areas de
consolidagdo pulmonares especialmente
nos lobos anteriores nas porgdes cranio-
ventrais. As lesbGes histopatolégicas nos
orgaos linféides s&o caracterizadas por
reducdo dos numeros de linfocitos seguida
por proliferacéo de histiocitos, presenca de
células gigantes multinucleadas e;
ocasionalmente, sdo observados numerosos
corpusculos de incluséo intracitoplasmatico
(Clark; Harding, 1997, Segalés, 2002).

Muitos metodos de diagnédstico tém sido
descritos na literatura para demonstrar a
presenca do CVS2 em suinos. O virus pode
ser identificado usando técnicas como
isolamento, Imunofluorescéncia direta (IF),
Imunoperoxidase em Monocamada de
Celulas (IPMC), Reacdc em Cadeia por
Polimerase (Polimerase Chain Reation-
PCR), Ensaio Imunoenzimatico (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay-ELISA) de
captura, Hibridizagdo in situ (HIS) e

50

Imunoistoquimica (IHQ) (McNeilly et al.,
1999; Allan; Eliis, 2000; Segalés et al,
2004).

Na pesquisa de anticorpos para o CVS2, a
literatura cita varios testes sorolégicos como
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), o ELISA
competitvo e a Imunoperoxidase em
Monocamada de Células (IPMC) (Balasch et
al., 1999; Walker et al., 2000; Rodriguez-
Arrioja et al., 2003). Porém, a interpretacdo
dos resultados €& uma tarefa bastante
delicada, em virtude da ocorréncia de
grandes variagbes em especificidade dos
testes e reprodutibilidade entre os
laboratorios.

O objetivo deste trabalho foi padronizar e
aplicar a técnica IPMC na demonstracao de
anticorpos para o CVS2 em soros de
suinos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. REALIZAGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido nas
dependéncias da Sec¢do de Biologia do
Laboratério Nacional Agropecuario/Minas
Gerais do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (LANAGRO/MG-MAPA) e
no Laboratério de Pesquisa em Virologia
Animal do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva (DMVP) da Escola de
Veterinaria da UFMG.

2.2, SOROCONTROLE

Soro positivo: Soro policlonal de origem
suina contra CVS2 (VMRD, Inc. catélogo n®:
211-P-PCRYV e catédlogo n° : 210-70-PCRV).

Soro negativo: Soro controle negativo de
origem suina livre de anticorpos contra o
CVS2 (VMRD, Inc. catalogo n® : 211-N-
PCRV) e soro de animais livres de
patégenos especificos (Specific Pathogens
Free-SPF) provenientes da Embrapa Suinos
e Aves.




2.3. SOROS TESTE

Foram analisados soros de campo,
provenientes de granja comercial de suinos
de ciclo completo com suspeita clinica da
SRM. As amostras de soros foram coletadas
em todas as faixas etarias totalizando-se 30
assim divididas: 2 a 3 semanas, 4 a 6
semanas, 7 a 10 semanas; 11 a 13
semanas; 14 a 21 > de 24 semanas. Os
soros foram devidamente identificados e
armazenados a -20°C até o momento da
realizagao dos testes sorologicos.

2.4, IMUNOPEROXIDASE EM
MONOCAMADA DE CELULAS (IPMC)

A padronizacdo da técnica de IPMC
utilizada na demonstracdo de anticorpos
para o CVS2, seguiu a metodologia descrita
nos trabalhos de Balasch et al. (1999) e
Rodriguez-Arrioja et al. (2000), com
modificagdes.

2.4.1. Virus

Para a infeccdo das celulas foi utilizada a
amostra viral de CVS2 recuperada de um
suino com SRM de Minnesotta-USA,
gentilmente cedida pelo Prof. Han So-Joo. O
estoque viral foi obtido por passagens
seriadas em células de linhagem derivadas
de rim de suino, PK15 (Porcine Kidney),
semiconfluentes e tratadas com solugéo de
D-glucosamina-HCI (ALDRICH, n°® G220-6)
na concentragdo de 300 mM (Tischer et
al.,1987).

2.4.2. Cultivo das Células PK15 livres do
CVSs1

Foram utilizadas para propagacao viral,
células PK15 do laboratério ID-Lelystad-(ID-
DLO) Holanda e passagem a partir do
numero 72. A célula foi previamente
analisada pelo teste de PCR no Laboratério
de Virologia Molecular Animal /BIOAGRO-
(UFV) e mostrou-se negativa a presenga do
CVS1. O cultivo celular foi realizado em
garrafas com area de 25 cm® (SARTEDT,
InC NEWTON , n°% 28658) semeando-se
600.000 células/mL em MEM (Meio Minimo
Essencial-GIBCO BRL, cat. n° 41500-083)

suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB), inativado a 56°C por 30 minutos e
antibioticos  (200UlI/mL  de  penicilina,
100ug/mL de estreptomicina, 100ug/mL de
fungizona). O meio de manutencdo das
células foi o mesmo, exceto pela
suplementacdo com 2% SFB.

2.4.3. Infeccao das células PK15 com
Cvs2

Para a producdo das monocamadas de
células PK15 infectadas pelo o CVS2 foram
testados dois protocolos.

2.4.3.1. Inoculacao das células PK15 em
suspensao

As células PK15, recém tripsinizadas foram
ressuspendidas em 9,5 ml de MEM, com 2%
de SFB, na concentracdo de 80.000
célulasicm®  (500.000  células/mL) e
inoculadas com 0,5 mL de virus (10"‘ TCIDsg
/0,5pL). Foram dispensados 50 pL de
células infectadas em cada uma das 96
cavidades da microplaca (SARTEDT, InC
NEWTON, n°% 83.1835). As microplacas
foram incubadas por 60 minutos, em estufa
com 5% de CO; a temperatura de 37°C.
Durante esse periodo cada microplaca foi
cuidadosamente homogeneizada por quatro
vezes com intervalo de 15 minutos. Apés
esse procedimento foi acrescentado em
cada cavidade mais 50 pL de MEM com
10% de SFB e a microplaca foi incubada por
4 horas nas mesmas condigbes descritas
anteriormente, quando atingiu 70% a 80%
de confluéncia celular. Apds esse periodo, 0
meio de cultura foi desprezado em um
recipiente contendo hipoclorito de sédio a
3% e a monocamada de células foi lavada
trés vezes com solugdo salina tamponada
(PBS) com 0,15 M, pH 7,2. Foram testados
volumes de 60pL e 100puL solugéo de a
300mM D-glucosamida — HCI diluida em
solugdo de sais de Hank's contendo 2,5%
do tampao  HEPES (N-2-Hidroxetil
piperazine-N-2-acido etano sulfénico-GIBCO
BRL, cat. n% 11344-041), 100Ul/mL de
penicilina e 100pg/mL estreptomicina e pH
final de 5,7 por 30 e 60 minutos, em estufa
de CO0, a temperatura de 37°C (Tischer et
al.,1987). Posteriormente, a monocamada
celular foi lavada duas vezes com PBS e
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adicionado MEM com 10% de SFB.
Finalmente, a microplaca foi novamente
incubada nas mesmas condicbes descrita
anteriormente, por um periodo de 48 horas.

2.4.3.2. Inoculacio das células PK15 em
monocamada de células

As células PK15 cultivadas em MEM com
5% de SFB foram tripsinizadas e um volume
de 50 pL com uma concentragdo de 50.000
células/cm® foi distribuidc em toda a
microplaca de 96 cavidades. As microplacas
foram mantidas em estufa a temperatura de
37°C, em atmosfera com 5% de CO, e
utilizadas para a inoculagido viral quando
observada uma confluéncia de 70%, o que
ocorreu aproximadamente apos 18 horas. A
monocamada celular foi submetida a um
processo de dupla lavagem com de PBS pH
7,2 e apbs este procedimento, foi inoculado
50uL do virus (107 TCIDs, /50pL) em cada
cavidade. Ap6és 1 hora de incubagido em
estufa a temperatura de 37°C com 5% de
CO; o in6culo foi desprezado em solugédo de
hipoclorito a 3% e, em toda a microplaca
foram adicionados100 pL de MEM contendo
10% de SFB. As microplacas foram
novamente mantidas em estufa a
temperatura de 37°C em atmosfera com 5%
de CO; por 4 horas. Apos esse periodo, 0
meio de cultura foi desprezado e a
monocamada foi lavada novamente com
PBS e tratada com volumes 50, 60 e 100ul
de D-glucosamida-HCI, preparada e
incubada conforme a descrigdo anterior por
trés diferentes periodos, 30, 45 e 60
minutos. Posteriormente, a monocamada de
célula foi lavada trés vezes com PBS,
dispensado 100uL de MEM com 10% de
SFB em toda a microplaca e incubada
novamente conforme as condigbes descritas
anteriormente por 48 horas.

2.4.4. Fixagdao da monocamada de células

Apos 48 horas de incubacdo, o meio de
cultura foi removido das microplacas,
descartado em solugdo de hipoclorito de
sodio a 3% e a monocamada de células foi
lavada trés vezes com PBS com 0,15 M, pH
7,2 e fixada imediatamente com uma
solucdo de acetona (p.a) e alcool etilico

52

absoluto, em diferentes proporgcées como
descrita na tabela 1.

Tabela 1. Diferentes concentractes dos
fixadores (alcool etilico e acetona) usadas
sobre monocamada de células PK15

Alcool etilico Acetona
80% 20%
70% 30%
60% 40%
50% 50%
40% 60%

Apoés 10 minutos, o fixador foi desprezado
em recipiente adequado, e as microplacas
foram lavadas cinco vezes com PBS, pH
7,2, contendo 0,05% Tween 20 (PBS-Tw20)
e secas. As microplacas foram
armazenadas envolvidas por papel aluminio
dentro de sacos plasticos, e mantidas a
temperatura de 4°C até o momento da
realizacdo dos testes sorolégicos.

2.4.5. Bloqueio da monocamada de
células

O blogueio da monocamada de célula foi
realizado com soroalbumina bovina a 4%
diluida em PBS. O tempo de agéo sobre a
monocamada de célula foi de 1 hora, em
temperatura ambiente. Apos esse periodo,
as microplacas foram lavadas e secas,
conforme descrito na etapa anterior.

2.4.6. Analise sorologica

Para a realizagdo do teste de IPMC, as
microplacas foram trazidas e mantidas a
temperatura ambiente por 30 minutos.
Foram adicionados respectivamente nas
cavidades pertencentes as fileiras G e H
volumes de 70 pL de soro controles
positivos (VMRD, Inc. cat. n®: 211-P-PCRV)
e negativo (VMRD, Inc. cat. n° : 211-N-
PCRV) respectivamente e nas demais
fileiras o soro teste e suas respectivas
diluices. Os soros testes foram testados
em duplicata, acrescentando-se 70uL por
cavidades em diluictes duplas seriadas de




1:10 até 1:20240. As microplacas foram
levadas e mantidas em estufa a 37°C em
atmosfera com 5% de CO; por 60 minutos e
lavada cinco vezes com PBS-Tw20 e secas.
A seguir adicionou-se 70 pL do conjugado
coelho anti-lgG de suino, conjugado com a
enzima peroxidase (SIGMA
IMMUNOCHEMICALS, A-9417) diluido em
PBS. Para padronizacdo do teste foram
usadas em duplicata, cinco diferentes
concentragcdes desse conjugado 1:500,
1:1000, 1:2000, 1:3000 e 1:5000. Repetiu-
se 0 mesmo procedimento de incubacdo e
lavagem, como descrito anteriormente.

2.4.7. Revelagao

A solucdo do substrato foi previamente
preparada dissolvendo 20mg de AEC (3-
amino-9-etilcarbazol - SIGMA CHEMICAL,
n® A-6926) em 50 ml de N.N-
dimetilformamida  (SIGMA-ALDRICH D-
158550) A solugao foi aliquotada e estocada
a temperatura de 4°C. Antes de ser usada,
foi acrescentado 100uLde AEC em 50 mL
de tampdo acetato de sodio a 0,05M
(MERK-Lot. 51615) pH 50 e 0,2 pL de
peroxido de hidrogénio (H,0;) 30% de viv
(N° 2836). Aplicou-se um volume de 70 pL
em todas as cavidades da microplaca e
deixou-se reagir.

2.4.8. Leitura e Interpretacao

O desenvolvimento da cor foi monitorado
pelo o uso do microscopio optico invertido
no aumento de 10x. Quando foi observada a
ocorréncia da reacdo nuclear no controle
positivo de células, a reacdo foi paralisada
com o descarte do substrato em solugdo de
hipoclorito de so6dio a 3% e posterior
lavagem da monocamada com PBS. Metade
da microplaca foi preenchida com tampao
acetato de sédio a 0,05 M e a outra metade
com agua de torneira. Para interpretagdo, os
resultados sorolégicos foram classificados
como negativo ou reativos. Os positivos
foram agrupados em titulos: titulo baixo (20
até 160); titulo médio (320 ate 2560) e
titulo alto (> de 5120) Rodriguez—-Arrioja et
al. (2000).

3. RESULTADOS

Apos a padronizagdo da técnica, foi possivel
a discriminacdo entre amostras positivas e
negativas. Os resultados mostraram que o
teste de IPMC foi eficiente na identificacdo
de anticorpos para CVS2, como verificado
nos controles positivos, negativos e soros
testes provenientes de granja com histérico
clinico da SRM conforme mostram as
figuras 1,2 e 3.

Os melhores resultados de inoculagéo viral
foram obtidos usando células em suspensao
e o volume de 60uL de D-glucosamina a
300mM com um tempo de 30 minutos de
acdo sobre a monocamada celular semi-
confluente. A morfologia original da célula
PK15, caracterizada como uma estrutura
epitelidide, foi monitorada durante o periodo
de acdo da glucosamina através de
microscépio optico invertido. Observou-se
que as células banhadas pela solugéo de
aglcar sofreram arredondamento nuclear e
expansao do citoplasma. A recuperagao da
morfologia original ocorreu apés a retirada
da solucdo, lavagem da monocamada com
PBS e adigdo imediata de MEM fresco com
10% de SFB.

O melhor resultado das diferentes
concentragdes dos fixadores (alcool etilico e
acetona) foi a proporcdo de 1:1. No entanto,
apos a aplicagdo do fixador nesta
concentragdo constatou-se as seguintes
alteragbes: um ligeiro escurecimento do
contorno  celular, uma dilatagcédo e
arredondamento nuclear, seguindo por uma
discreta retracdo do citoplasma. Nas
concentragbes mais altas de acetona foi
verificado um intenso escurecimento nas
bordas e alteragcbes na morfologia celular.
Além disso, a microplaca nao suportou a
agao dos fixadores tornando-se inicialmente
esbranquicada e depois totalmente opaca,
impossibilitando a leitura dos testes ao
microscapio.

O melhor resultado paralisagéo da reagao
foi obtido com o uso do tampéao acetato de
sédio a 0,05 M e ndo pela agua corrente. O
tampao acetato de sodio mostrou-se mais
eficiente na paralisacdo da reac&o e uma
preservacdo mais longa nas marcacdes das
células infectadas.
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Figura 2- Fotomicrografia da célula
Pki15 infectada pelo Circovirus

suino tipo 2. Aumento 400 X.
Foto: André Almeida Fernandes
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Figura 1- Teste Imunoperoxidase em
Monocamada de Célula Pk15 para a
deteccdo de anticorpos para o
Circovirus suino tipo 2. Em destaque
células infectadas com marcagao
nuclear. Aumento 200 X.

Foto: André Almeida Fernandes

Figura 3 — Controle negativo do
teste de Imunoperoxidase em
Monocamada de Células PK15.

Aumento 200 X.
Foto: André Almeida Fernandes
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Apobs a revelagdo, nos controles negativos e
também nas diluicdes mais altas do soro foi
verificada auséncia de marcagao,
prevalecendo uma cor rosea clara na
monocamada celular (Fig.3). As celulas
infectadas, distribuidas sobre a
monocamada, exibiam tipicamente uma
reacao bastante evidente de cor marrom,
compacta e concentrada
predominantemente no nucleo celular,
evidenciando a multiplicacao viral nessas
células. Ocasionalmente, no citoplasma,
foram observadas discretas pigmentacdes
também de cor marrom distribuidas de
forma difusa. O titulo dos soros foi
determinado como o inverso da mais alta
diluigdo que apresentasse pelo menos 5%
das celulas da monocamada infectada. As
células ndo infectadas apresentavam uma
leve coloracdo rosea, semelhante ao
controle de células negativo.

Verificou-se que as diluicbes menores ou
iguais a 1:10 dos soros testes apresentavam
reagdo de coloracdo de fundo muita intensa,
dificultando a leitura e a interpretacéo dos
resultados. Portanto, adotou-se o uso das
diluicbes dos soros a partir de 1:20. A
melhor diluigdo do anti-soro conjugado com
a enzima peroxidase foi de 1:2000 e o
tempo de acdo de substrato para revelagao
de 10 minutos.

Apés a padronizagao, a técnica de IPMC foi
utilizada para testar amostras de soros de
campo provenientes de granja com suspeita
da SRM. Os resultados dos soros testes
correspondentes a 30 amostras coletadas
em diferentes fases de produgcao mostraram
resultados negativos e positivos com titulos
até 10.240 (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados dos titulos sorologicos obtidos através do teste de Imunoperoxidase em
Monocamada de Células em amostras de soros proveniente de uma granja comercial de ciclo
completo com suspeita da Sindrome da Refugagem Multissitémica em diferentes faixas etarias

s e e

640 160

640 160

2-3 320 11a13 160

320 160

320 320

320 5120

320 5120

4-6 160 14 a 22 5120
160 10240

80 10240

0 2560

80 1280

7-10 80 >24 1280
40 1280

0 1280
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4 DISCUSSAO

Diversos métodos de diagndstico tém sido
desenvolvidos para demonstrar a infecgéo
pelo Circovirus suino dentro de um plantel.
Dentre eles, a IFl, o ELISA competitivo e a
IPMC. Embora, essas técnicas sejam muito
uteis para determinar a infecgdo pelo CVS2
e compreensdo da dinamica do nivel de
infeccdo viral dentro do rebanho, quando
empregadas isoladamente s&o insuficientes
para diagnosticar a SRM.

A importancia do desenvolvimento e
aplicacdo de técnicas sorologicas esta
relacionada a obtencdo de resultados que
nos auxiliam a entender o padrao de
infeccdo dentro de um plantel, tracar
estratégias de controle e realizar estudos
soroepidemiologicos.

Para a producdo da monocamada infectada,
a inoculacdo em suspensdo é mais pratica,
rapida e necessita menor volume de inéculo
viral e os resultados finais da técnica foram
superiores quando comparados com a
inoculagdo em monocamada de célula.

Neste trabalho, usando o tempo de 30
minutos e um volume de 60uL, a
monocamada de células suportou a
agressdo da glucosamina, permanecendo
aderida as cavidades da microplaca. A
solug@o de glucosamina foi aplicada apds 4
horas da inoculag&o viral, tempo necessario
para a monocamada celular alcangcar em
torno de 70% a 80% de confluéncia celular.
O tratamento com glucosamina em
monocamada com baixa confluéncia celular
pode resultar no desprendimento de toda a
monocamada.

Tischer et al. (1987) relataram que cuidados
devem ser tomados com relagdo ao periodo
de tratamento, a concentragdo e volume
desta solugdo sobre as monocamadas de
células por causa de sua natureza toxica.
Além disso, em suas investigagGes
verificaram que a replicagdo viral apés o
tratamento das culturas celulares com 300
mM de solugdo de D-glucosamina—HCI por
20 a 60 minutos resultaram num aumento
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de até 30% nos numeros de células
contendo o antigeno viral.

Registros na literatura mostram que para a
replicagdo o CVS exige que as células alvos
estejam em mitose. A sintese do DNA do
CVS e dependente de enzimas celulares
expressas durante a fase S do crescimento
celular. A glucosamina facilita a entrada do
genoma viral dentro do nucleo da célula
hospedeira por desestabilizar a membrana
do nucleo reproduzindo as condigdes
naturais ocorridas no final da divisdo celular
(Tischer et al., 1987).

Neste estudo, as diluicées dos soros testes
adotadas foram a partir de 1:20. Constatou-
se que empregando esse padrdo a
presenca de coloragdo de fundo foi
minimizada. Procedimentos similares foram
feitos por outros pesquisadores. Mesu et. al.
(2000) iniciaram as diluicdes dos soros no
teste de IPMC a partir da diluicdo 1:40.
Dulac e Afshar (1989) usaram diluigcbes dos
soros nos testes de IF e IPMC a partir de
1:10 ate 1:320, porém as células de
linhagens PK15 utilizadas eram células
persistentemente infectadas pelo CVS-1.
Wellenberg et al. (2000) iniciaram as
diluicbes dos soros a partir de 1:100.

A fixacdo da monocamada das células foi
realizada apds 48 horas de incubagdo em
estufa de CO, a temperatura de 37°C,
tempo suficiente para a monocamada
celular alcancar 100% de confluéncia.
Varios fixadores de células sdo descritos na
literatura. Nesse estudo, o alcool etilico e a
acetona foram usados nas proporcdes de
1:1 em virtude da qualidade dos resuitados
finais obtidos.

No presente estudo, utilizou-se o conjugado
IgG de coelho ligado a peroxidase. Embora
o conjugado convencional possua diluicéo
recomendada pelo fabricante de 1:5000, foi
necessaric uma prévia avaliagdo do titulo
atual e a padronizacao para 1:2.000. Esse
fato pode ser devido a perda da atividade
enzimatica por armazenamento prolongado
€ a manipulagao do produto.

A coloragdo padrao verificada nesta técnica
foi marcada por intensa coloragdo nuclear




das células infectadas, conforme mostraram
as figuras 1 e 2. Resultados similares foram
encontrados por Allan e Ellis (2000).

O teste de IPMC aplicado nas 30 amostras
de soros da granja em estudo (Tabela 1)
apresentou os seguintes resultados: uma
queda de anticorpos, provavelmente
anticorpos passivos, desde 4 a 10 semanas,
seguido de um aumento nos titulos de
anticorpos até >24 semanas, provavelmente
em consequéncia a uma resposta ativa. Os
resultados indicaram uma provavel infecgéo
nas fases de 7 a 10 semanas com titulos
aumentando a partir da 11* a 13 semanas.
O perfil sorolégico mostrado por essa granja
esta em concordancia com os resultados de
outras investigaces sorolégicas (Ladekjeer-
Mikkelsen et al., 2003).

Conclui-se como método sorologico, que o
teste de IPMC nado deve ser aplicado
isoladamente para diagnosticar a sindrome
no plantel e sim como auxilio para se
conhecer o padrdo da infecgdo pelo
Circovirus no rebanho. O teste & sensivel
para a deteccdo dos anticorpos colostrais
(passivos) e a demonstragao de seu declinio
até as 10 semanas de idade dos suinos,
assim como resposta ativa a infecgcdo
natural, deve ter ocorrido entre 7 a 10
semanas de idade, com uma resposta ativa
cujo pico se instalou entre 14 a 22 semanas
de idade. Entretanto, falta a comparagéo
com meétodo sorologico “de ouro” ja
padronizado.

59




Capitulo II

ESTUDO DO PERFIL SOROLOGICO PARA O CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 (Cvs2)
EM GRANJAS TECNIFICADAS PARA PRODUGCAO COMERCIAL DE SUINOS.

RESUMO

Foi empregada a técnica de Imunoperoxidase em Monocamada de Células (IPMC) na
demonstracdo de anticorpos para o Circovirus suino tipo 2 (CVS2). A investigacdo sorologica
foi conduzida em oito granjas de suinos destinadas a produgdo comercial de suinos. Na andlise
dos resultados foi constatado que a infeccdo pelo o CVS2 ocorreu em todas as granjas
estudadas. Porém, os titulos de anticorpos e o numero de animais positivos diferiram nas
diferentes idades do sistema de producéo revelando uma alta soropositividade nos animais
amostrados.

Palavras-chave: Suino (Sus scrofa scrofa), Circovirus suino tipo 2 (CVS2), Sorologia,
Sindrome da Refugagem Multissistémica (SRM), Imunoperoxidase em Monocamada de
Células (IPMC)

ABSTRACT

The immunoperoxidase monolayer assay was used to detect type 2 porcine circovirus (PCV2)
serum antibodies in pigs from eight commercial farms. The sera were diluted and incubated on
monolayers of previoulsly infected and fixed cells. Positive results were obtained in all tested
farms indicating signs of PCV2 infection. However, seroconversion and serum titers differ
depending on age and type of production system.

Keywords: Suine (Sus scrofa scrofa), Type 2 porcine circovirus (PCV2), Serology, Antibodies,

Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS), Immunoperoxidase monolayer assay
(IP)
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1. INTRODUGAO

A Sindrome da Refugagem Multissistémica
suina (SRM) associada ao Circovirus suino
tipo 2 (CVS2) tem sido reportada em varios
paises. O CVS2 nao & um virus novo nas
criagbes de suinos, no entanto, € recente a
sua caracterizagdo (Magar et al, 2000;
Rodriguez-Arrioja et al, 2003). Foram
identificados dois Circovirus suinos (CVSs),
o Circovirus suino tipo 1 (CVS-1)
contaminante frequente de culturas de
células (Pig Kidney-PK15) que ndo causa
sinais clinicos nos suinos e o CVS2,que tem
sido associado a varias patologias suinas
(Tischer et al.,1982; Segalés, 2004).

Desde 1991, quando a doenca foi
identificada pela primeira vez no Canada, e
durante os ultimos oito anos, casos da SRM
tém sido descritos em todo mundo. No
Brasil, a doenga foi identificada em 2000 e
recentes comunicagdes mostram que ela ja
estava presente no pais antes mesmo desta
primeira descricdo (Harding;, Clark, 1997,
Ciacci-Zanella et al., 2000).

A SRM afeta suinos principalmente entre 6
e 12 semanas de vida e raramente acomete
os leitdes em fase de aleitamento. A doenga
e caracterizada por emagrecimento
progressivo, depressao, inapeténcia,
dispneéia, taquipnéia, tosse, palidez da pele,
diarréia, necrose de orelha, febre e morte
(Harding, 1997, Segalés et al., 2002).

Estudos realizados em rebanhos afetados
pela sindrome mostraram que a morbidade
e a mortalidade variam dependendo do
estagio do surto e o manejo dentro da
unidade afetada. A taxa de morbidade é
relativamente baixa entre 4 a 25%,
enquanto a mortalidade pode alcangar
indices de ate 100% (Segales et al., 2004).

O presente trabalho foi conduzido para
investigar o perfil sorolégico para o CVS2
em  diferentes  granjas  tecnificadas
destinadas a producédo comercial de suinos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1, REALIZACAO DO EXPERIMENTO

As analises sorologicas foram realizadas
nas dependéncias da Sec¢do de Biologia do
Laboratdrio Nacional Agropecuario/Minas
Gerais do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (LANAGRO/MG-MAPA),
localizado em Pedro Leopoldo/MG.

2.2. GRANJAS E ANIMAIS

Foram estudadas oito granjas de sistema de
producdo confinado com ciclo completo
sendo que quatro se encontravam
localizadas nos Estados de Minas Gerais
(MG), trés em Santa Catarina (SC) e uma
no Rio Grande do Sul (RS). Os reprodutores
nas fases de gestacdo e lactagao eram
alojados em baias individuais. A ragdo
oferecida aos animais era produzida na
prépria granja e a principal finalidade de
todas era produzir animais para o abate. Os
critérios adotados para realizag&o da coleta
do material sustentaram-se nos seguintes
parametros:

A) Ter a permissao e o apoio do proprietario
/ veterinario / funcionario para a realizag&o
da coleta do material.

B) A granja ter no minimo 300 matrizes e
ciclo de produgao completo.

C) Ser um rebanho de producéo de suinos
destinado ao abate.

O apoio técnico, em quatro das oito granjas
caracterizava-se pelas visitas de médicos
veterinarios representantes de industrias
farmacéuticas, empresas ligadas a venda de
reprodutores, de produtos de nutrigdo, ou
seja, por profissionais ndo remunerados
diretamente pelo proprietario da granja.
Foram relatadas & presenca de consultorias
técnicas de carater esporadico, efetuadas
por médicos veterinarios especialistas na
area de suinocultura. Nas granjas
estudadas que possuiam numeros de
matrizes iguais ou superiores a 1.250 a
assisténcia médica-veterinaria era
permanente.
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2.3. IDENTIFICAGAO E CARACTERIZAGCAO

DAS GRANJAS

As granjas foram identificadas de | até VIII.
Nas granjas I, Il, I, IV, VI e VIl foram

realizadas necropsias e enviados materiais
para IHQ. A Tabela 1 mostra as informacdes
obtidas em cada granja e registradas em
ficha de cadastro individual (ANEXQO 01).

Tabela 1. Identificagbes e informacdes das oito granjas estudadas e dos animais necropsiados

Granja Estado

Nﬂ
de
matrizes

indices
de
refugagem

indices

de

mortalidade
na granja

Outros Necropsia Resultados
sinais clinicos idade da
observados (dias) IHQ

306

3abs%

1.5% a 2% Diarréia na creche NR/45 Neg.

Distubios
respiratorios.

550

10a15%

>2,5%

Distubios

respiratorios R/60
Diarréia na creche e R/85 +
terminacao.

+

i MG

470

2a5%

<1%

Disturbios
respiratérios NR/78 +
Diarréia na creche.

4000

>10%

>2.5%

Disturbios R/55 +
respiratorios;diarréia NR/62 T +
na terminagao.

*V MG

340

2a5%

<1%

Disturbios
respiratérios

Vi SC

1250

>10%

>2.5%

Disturbios

respiratérios,

Diarréia, ,Alteragoes

reprodutivas, NR/66 +
necrose de orelha

na fase de recria.

#VII RS

2200

102 15%

>2.5%

Disturbios

respiratorios,

Diarréia, morte

subita em 22 R/63 +
animais na fase de

recria

* Vi MG

400

2a5%

<1%

Diarréia na creche,
Disturbios
respiratérios na
creche e terminagao
Repeticao de cio.

R = animal refugo

NR= animal ndo refugo

1 = animal encontrado morto

* =Nao foi realizada a necropsia

# = casos esporadicos de epidermite exudativa
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2.4. SOROS COLETADOS

A coleta de sangue foi realizada durante os
meses de outubro de 2003 a julho de 2004.
Foram coletadas 240 amostras de sangue
sendo 30 de cada granja, provenientes de
faixas etarias diferenciadas do ciclo de
produgdo como descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Idades dos animais e total de
amostras de sangue coletadas em cada
granja

Idade dos animais Numeros de
amostras
semanas coletadas/granjas

2:3 5

4-6 5

7-10 o

11-13 5

14-22 5

>24 5

Total 30

2.5. ANALISE SOROLOGICA

As 240 amostras de soros foram submetidas
ao teste de IPMC como descrito no
experimento da seg&o 2, capitulo 1.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas por
andlise de varidncia a partir da média
geométrica dos titulos de anticorpos apods a
transformacao logaritmica (log2(Tit+1)). As
meédias foram comparadas pelo teste de
DUNCAN considerando-se P<0,05 como
significativo Sampaio (1998).

3. RESULTADOS

Das 240 amostras de soros testadas 229
(95,41%) foram positivas com titulos que
variaram de 20 até 10.240. Os titulos dos
anticorpos foram demonstrados em granjas
com e sem sinais clinicos sugestivos da
SRM.

Além disso, os titulos foram encontrados em
todas as faixas etarias do ciclo de produgao.
Os resultados sorologicos obtidos nas oito
granjas estdo detalhados na Figura 1,
Tabela 3 e ANEXO 02
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Figura 1. Perfil sorolégico observado nas oito granjas estudadas mostrando a média
geometrica dos titulos de anticorpos encontrados em cada faixa etaria
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Tabela 3. Percentagem de animais positivos
para o Circovirus suino tipo 2 usando o
teste de Imunoperoxidase em Monocamada
de Células em 240 amostras de soros de
suinos provenientes de oito granjas
comerciais de suinos

Identificagcao das % de positivos
granjas (Positivos/Total)
I 93,33% (28/30)
Il 90,00% (27/30)
1l 85,00% (25/30)
v 100% (30/30)
Vv 100% (30/30)
Vi 100% (30/30)
Vi 100% (30/30)
| 96,66% (29/30)
Total 95,41% (229/240)

Tabela 4. Média de titulos de anticorpos obtidos em cada faixa etaria

Na Tabela 4 estdo os resultados da analise
estatistica que compara as medias de titulos
obtidos em cada faixa etaria. Ndo houve
diferenca estatistica entre os titulos de
anticorpos encontrados nos leitdes com 2 a
3 semanas nas oito granjas estudadas. Nos
animais com 4 a 6 semanas e acima de 24
semanas houve diferenca estatistica entre
algumas granjas, porém os titulos foram
mais homogéneos que os encontrados nos
animais com 7 a 13 e 14 a 22 semanas.

nas oito granjas

estudadas
Faixa Granjas estudadas
etaria
(semana) [ I i IV v Vi VIl il
c *8.53% 8.73 7.53" 8.93" 8.13" 8.73" 8.96" 8.73"
4-6 A753" 4.60° 7.53% 7.53% 4.00° 7.53% 7.14% 7.71%
7-10 5.95%C 4 60°C 361%¢ 2.54° 7.53"8 361%. 113% 5™
HQ + IHQ + IHQ + IHQ +
19 =13 ) 5.%3‘“’ 1iZ§°° 8.53"8¢ 8.53"8 7.53°8¢  g47°%C 361°°
14-22 8535 1192"C g73%C¢ 893" 13.12° 1292 13.12%¢ 107"
>24 10458  11.12"®  1152°%C  1232%0  1152"%C 10.52"%¢ 10.92*°® 11.52%%¢

* Média geométrica dos titulos de anticorpos apos a transformagao logaritmica (log2(Tit + 1)
A Letras diferentes na mesma linha representam diferengas estatisticas significativas

IHQ" Imunoistoquimica positiva

A definicdo da ocorréncia da SRM em uma
granja é tarefa dificil e deve conjugar pelo
menos trés fatores: o histérico clinico do
plantel, presenga de achados de necropsia
e lesdes histopatolégicas com a
demonstracdo do antigeno viral dentro das
lesdes. Em fungao do exposto, na Tabela 1,
que descreve algumas caracteristicas das
granjas estudadas, observamos que as

granjas 11, IV, VI e VII reinem evidéncias
de ocorréncia da sindrome a saber: altos
indices de refugagem (>10%), altos indices
de mortalidade (>2,5%) e diagnodstico
positvo para a IHQ em animais
necropsiados juntamente com a presenca
de outros sinais clinicos compativeis com a
doenca. Ja as granjas I, III, V e VIII n&o
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apresentaram o somatoério dos trés fatores
citados anteriormente.

Baseado nestas observagbes as oito
granjas estudadas foram agrupadas em
suspeitas (ll, IV, VI e VII) e ndo suspeitas (I,
[, V, VIII) de possuirem a SRM. As médias
dos titulos de anticorpos desses dois grupos

14

de granjas foram calculadas e os resultados
estao representados na Figura 2 e Tabela 5.

Observa-se que apenas as médias dos
titulos de anticorpos encontradas nas faixas
etarias de 11 a13 e 14 a 22 semanas foram
estatisticamente diferentes.

12
10

IPMC titulos log2

O N A O

‘ -+granja§ com suspeitaﬁ
da sindrome

“i= 4 = granjas sem suspeita
da sindrome

2-3 4-6 7-10 11-13

14-22  >24 |

! Faixa etaria (semanas) \

Figura 2 Representagdo das medias dos titulos de anticorpos nas granjas com e sem suspeita

da Sindrome da Refugagem Multissistémica

Tabela 5. Representacdo das meédias geométricas dos titulos de anticorpos entre granjas
suspeitas e ndo suspeitas da Sindrome da Refugagem Multissistémica

Faixa etaria Qranjas com suspeita da Qranjas sem suspeitada
(semanas) sindrome de acordo com a sindrome de acordo com a
tabela 1 tabela 1
2-3 A 823" 883"
4-6 6,69 " 6,75"
7-10 5,54" 462"
11-13 428" 7,004
14-22 10,27° 11.724
>24 11,25% 11,224

A Letras diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticas significativas.
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4. DISCUSSAO

Em um sistema de producdo de suinos
existem formas variadas de manejo ao qual
0S animais s&o0 submetidos. Essas
variacbes sdo nitidas principalmente na fase
de recria. Embora os titulos de anticorpos
nos leitbes com 2 a 3 semanas sejam
estatisticamente iguais nas oito granjas
estudadas, observa-se que a queda destes
anticorpos, provavelmente de origem
materna e a nova elevagdo, ocorreu pelo
contato com o virus no ambiente e diferiu
bastante entre as oito granjas (Fig.1).

Nas granjas identificadas como II, V IV e VI
os titulos de anticorpos atingiram o minimo
em leitbes de 4 a 6 e de 7 a 10 semanas
respectivamente. Porém, em mais de 50%
das granjas estudadas, o titulo minimo foi
atingido na faixa de 11 a 13 semanas. Esta
diferenciagdo na velocidade da queda de
anticorpos passivos, provavelmente esta
relacionada com o nivel de “desafio” viral no
ambiente que, por sua vez, esta associado
as diferentes medidas de manejo adotadas
pelas granjas.

Em sete das granjas analisadas seguiu-se
ao titulo minimo um aumento da resposta de
anticorpos que cresceu de forma linear
atingindo o maximo na faixa de 14 a 22 e
animais com mais de 24 semanas. A fase
em que ocorreu a soroconversdo variou de
granja para granja e este fato pode ter
relagdo com a fase de aparecimento dos
sinais clinicos. O perfil encontrado sugere
gue a exposicdo ao CVS2 ocorra por
transmiss&o horizontal logo apds a queda
dos anticorpos passivos. Acredita-se que a
manifestac&o da doenca possa ocorrer com
maior fregiiéncia na fase de crescimento,
com a presenga do animal refugo, que € a
principal manifestagdo clinica da doenca.
Segalés e Domingo (2002) descreveram
que a manifestagéo clinica da SRM ocorre
principalmente por volta de oito semanas. E
importante ressaltar que o leitdo n&o vem
refugo das outras fases de produgéo
(maternidade ef/ou creche), mas torna-se um
refugo na fase de recria.

A soroconversdao verificada pode estar
relacionada com a transferéncia dos animais
para uma nova unidade, exposicdo ao
agente que circula na granja e falhas de
manejo. Os titulos maximos foram
observados em animais nas faixas de 14 a
22 e > de 24 semanas. Deve-se ressaltar,
que a homogeneidade dos titulos na faixa
de acima de 24 semanas pode estar
relacionada a multiplas exposicdes ao virus
durante o ciclo de produgéo, pois os titulos
aumentaram proporcionalmente a idade.

As fases de crescimento e terminacéo,
também chamadas respectivamente de
recria e acabamento, sd&o normalmente
realizadas em instalagdes relativamente
simples e com menor numero de
equipamentos destinados ao manejo dos
leitbes. Nessas fases, os animais ja
apresentam uma maior resisténcia aos
microorganismos patogénicos, uma melhor
digestibilidade aos alimentos, enfim,
necessitam de menos cuidados, quando
comparados com os leitbes nas fases
anteriores (creche e maternidade).

Muitas das praticas de manejo séo
realizadas de forma inadequada juntamente
com a falta de programa de higiene,
privagbes alimentares e  desconforto
ambiental. E importante garantir, nessa fase
de criac&o, a implantagdo do vazio sanitario,
instalacbes adequadas com salas arejadas,
protecdo dos leitdbes contra o calor e
nimeros de animais por baia compativel
com a area disponivel. Ressalta-se que néo
deve ocorrer mistura dos animais de
diferentes origens, o manejo dos dejetos
seja facilitado e que os leitdes tenham um
ambiente de conforto sem stress, obtendo-
se um maior ganho de peso e melhor
conversao alimentar.

Em virtude da fase de recria apresentar
falhas de manejo a manifestacdo da doenga
e ou uma nova infeccdo tornam-se mais
facilitadas. Acredita-se que possa ocorrer
uma infeccdo ou mesmo uma reinfegao,
nessa fase, com tendéncia a elevar os
titulos de anticorpos que permanecem
médios a altos até a fase adulta, conforme
mostram a Figura 1.
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Madec et al. (2000) sugeriram a participagdo
de trés fatores basicos que poderiam
explicar a grande variabilidade nos numeros
de animais acometidos pela SRM, dentro de
um mesmo lote onde o virus pode circular:
efeito individual do suino, efeito leitegada e
manejo adotado na granja. Os fatores de
riscos ligados a SRM desempenham papel
fundamental na ocorréncia e na severidade
dessa enfermidade. Dentre eles o principal &
a auséncia do vazio sanitario entre as fases
de produgdo. O CVS & um virus pegueno,
ndo envelopado e muito resistente a
inativagdo por detergentes e desinfetantes,
dificultando sua eliminagao das instalagdes.
Royer (2001) descreveu que o CVS2 & um
virus que sobrevive por muito tempo na
matéria organica e as boas praticas de
higiene e desinfec¢cdo seguida pelo vazio
sanitario s&o prioritarias

Segundo Mesu et al. (2000) os fatores de
manejo, alojamento e as interagbes de
infeccdo concorrentes por virus ou bactéria
provavelmente sdo necessarios para induzir
aparecimento da SRM. Sabe-se que o
desenvolvimento de uma doenga
multifatorial dentro de uma granja e o seu
nivel de intensidade ndo depende somente
das caracteristicas de viruléncia do agente
em evidéncia, mas principalmente dos
fatores de risco como fluxo de producao
continuo nas instalagbes e privagées
alimentares pés-desmame.

Neste trabalho demonstrou-se pela técnica
de IPMC que a infecgéo pelo CVS2 ocorre
sistematicamente em suinos. Os resultados
encontrados foram proximos aos
encontrados por Quintana et al. (2001) nos
quais observaram gue, mesmo a granja nao
apresentando a doenga na forma clinica, a
maioria dos animais se infecta com CVS2
ocorrendo soroconversé@o. Esse fato se
consolida com as afirmagdes feitas por
Madec et al. (2000); Rose et al. (2002);
Larochelle et al. (2003); Harding (2004) em
que a infecgdo pelo CVS2 nao implica
necessariamente no aparecimento da SRM
no plantel e que o CVS2 esta presente em
plantéis afetados ou ndo pela sindrome. No
entanto, Ladekjeer et al. (2003) verificaram
que em granjas com a SRM a
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soroconversdo ocorreu mais cedo quando
comparado com granjas sem SRM.

Estudos realizados na Franca por Labarque
et al. em 2001 constataram-se que 80% das
granjas nao apresentavam sinais clinicos
para a SRM e eram sorologicamente
positivas para o CVS2. Diversos estudos ja
relataram a elevada prevaléncia de
anticorpos para o CVS2, em granjas de
suinos sem historico da SRM.

As pesquisas realizadas por Allan (1996),
demonstraram que os anticorpos maternais
contra o CVS desapareciam 8-9 semanas
pés-nascimento e reapareciam 13 a 15
semanas indicando uma exposigdo ao
agente entre 11 a 13 semanas de vida,
indicando que a infeccdo pode ocorrer
também nas fases de recria/terminacdo. A
probabilidade de infecgdo pelo CVS na fase
de recria é reforcada por Tischer et al
(1986) que verificaram a presenca de
anticorpos pra o CVS em 60% dos soros de
animais de abatedouro pelo teste de IFIl. Os
resultados obtidos foram semelhantes aos
encontrados em 3 a 6 semanas pos—
infeccdo experimental pelo o CVS. Os
autores concluiram que a infecgdo parece
ocorrer na fase de recria e ou terminacéao,
apesar de ndo terem sido observadas
diferengas no padrdo soroldégico entre os
animais que adoeceram e aqueles que
apresentam a doencga na forma subclinica.

Nos rebanhos estudados os resultados
encontrados  mostraram uma  maior
homogeneidade nos titulos de anticorpos
nas faixas de 2 a 3 e > de 24 semanas.
Acredita-se que nas granjas estudadas a
infecgdo viral ocorra endemicamente e o
contato do virus com os animais pode
ocorrer desde o nascimento, ja que o virus
circula em toda a granja e possui uma alta
resisténcia ao meio ambiente. No final da
creche e recria associou-se a queda dos
anticorpos passivos a situagdes
estressantes acarretadas por falhas de
manejo, que normalmente séo diferenciados
entre as granjas.

Larochelle et al. (2003) realizaram um
estudo sorolégico e virolégico comparando
cinco granjas com SRM e duas granjas sem




a SRM. Os autores concluiram que os
titulos de anticorpos nao influenciaram na
ocorréncia da doenga uma vez que estes
foram similares nos rebanhos com ou sem a
sindrome. Embora tenha ocorrido, variacdes
nos perfis sorolégicos  encontrados,
observou-se que o titulo minimo de
anticorpos apresentou-se em animais de 11
a 13 e 19 a 23 semanas. Resultado este
semelhante ao encontrado no presente
trabalho.

Porém, ao contrario dos autores acima
citados, quando comparamos a média de
titulos de anticorpos nas diferentes faixas
etarias das granjas com e sem suspeita da
SRM, observamos diferengas estatisticas
nas idades de 11 a 13 e 14 a 22 semanas
(Tab. 4 e Fig. 2). Observa-se que o perfil
dos titulos de anticorpos se comporta de
maneira muito similar até a faixa de 7 a 10
semanas, voltando-se a se igualar nos
animais adultos acima de 24 semanas.
Poréem, nas granjas com suspeita da
sindrome os titulos de anticorpos
comecaram a aumentar acerca de 11
semanas enquanto nas outras, sem
suspeita da sindrome, este fato ocorreu a
partir da 14° semana, indicando infecgdo
precoce nas primeiras granjas. Ladekjeer et
al. (2003) tambem verificaram que em
granjas com a SRM, a soroconversdo
ocorreu mais cedo quando comparado com
granjas sem a SRM.

Os perfis das granjas com suspeita da SRM
indicam que os animais provavelmente, se
infectaram entre 8 a 10 semanas enquanto
gue as granjas sem suspeita os animais se
infectaram entre 11 a 13.

Os animais necropsiados nas granjas [, II,
I, IV, VI e VII apresentaram titulos de
anticorpos que variaram de baixo a médio.
Foi observado que os titulos baixos e
medios relacionaram-se com auséncia (-) ou
fraca (+) marcagao a presenca de antigeno
viral demonstrado pelo teste de IHQ dentro
das lesdes caracteristicas da sindrome. Os
animais necropsiados que apresentaram
titulos altos portavam grande quantidade do
antigeno viral demonstrado pelo teste de
IHQ. Mesmo sendo um numero pequeno de
animais necropsiados, infere-se que os

valores de titulos medios a altos para o
CVS2 podem coexistir com a presenga dos
sinais clinicos, lesbées histopatologicas
caracteristicas e a presenca do antigeno
viral nos tecidos. Resultados similares foram
encontrados por Rodriguez-Arrioja et al.
(2000) que compararam titulos de
anticorpos para o CVS-1 e CVS2 em
animais necropsiados com e sem sinais
clinicos da SRM e verificaram que 64% das
amostras de tecidos linfoides apresentavam
altos titulos >5120 para o CVS2 além de
terem sinais clinicos da SRM mostrando alta
quantidade de acido nucléico viral atraves
do teste de HIS.

McNeilly et al. (1999) mostraram tambéem
uma relagdo entre a presenca de lesdes
histopatolégicas compativeis a doenca e
uma grande quantidade de antigeno viral
(CVS2) nas lesdes, caracterizando-a na sua
forma clinica. Meerts et al. (2003)
verificaram uma correlacao entre altos
titulos de anticorpos para o CVS2, lesbes
histopatoldgicas caracteristicas, alteragbes
macroscopicas e sinais clinicos compativeis
a sindrome. Baixos titulos de anticorpos
para o CVS2 n&o foram associados com a
presenga de lesdes histopatologicas
caracteristicas da SRM.

Alguns trabalhos tém relatado estudos de
vacinas contra o CVS2 para aplicagéo em
granjas com a SRM. Observando a Figura 1
€ importante salientar que a queda de
anticorpos passivos variaram de granja para
granja e por isto o estabelecimento da
época ideal para se aplicar uma vacina
contra o CVS2 poderia ser auxiliado pela
andlise do perfil sorolégico da granja.

Os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que existe um grande numero de
granjas apresentando infecgdo para o
CVS2. Porém, somente o uso de técnica
sorolégica na demonstracdo do agente nao
pode ser o Unico instrumento para a
confirmag&o da sindrome no rebanho. Os
resultados refletem bem a variabilidade da
circulacdo do virus nas granjas estudadas.
Isso reforca o fato de que a unidade de
observagdo € o rebanho e n&o o animal
individualmente. E a existéncia de diferentes
perfis sorologicos e, provavelmente a
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disseminagcdo variada da infeccdo nos
rebanhos avaliados, pode estar associada
as caracteristicas de imunidade, as
condicbes ambientais e de manejo, que
favorecem ou dificultam a eliminacdo do
agente entre diferentes faixas etaria dentro
de um sistema de producéo.

Este € o primeiro trabalho realizado no
Brasil para indicar os perfis sorologicos em
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diferentes rebanhos de suinos. A
enfermidade permanece ainda como um
grande desafio para os veterinarios,
produtores e técnicos do Brasil e do mundo
inteiro. Ainda sdo registradas, com grande
frequéncia, perdas econdmicas bastantes
significativas nos plantéis afetados pelo
Cvs2.




Capitulo III

DISTRIBUIGAO DE ANTICORPOS PARAO CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 (CVS2) EM
GRANJAS COMERCIAIS DE SUINOS NO ESTADO DE MINAS GERAIS

RESUMO

Um levantamento sorologico foi conduzido objetivando estudar a presenga de anticorpos para o
Circovirus suino tipo 2 (CVS2) em granjas de suinos localizadas no estado de Minas Gerais. O
virus parece ser comum nas populagdes de suinos do estado como indicado pela presenca de
anticorpos contra o CVS2 em 100% das granjas testadas atraves do teste de Imunoperoxidase
em Monocamada de Células (IPMC). Dos 955 soros analisados provenientes de 35 granjas
comerciais, 935 (96,49%) reagiram para a presenca do CVS2. Os valores dos titulos variavam
entre 320 e 2560. Estudos realizados em varios paises tém documentado uma alta prevaléncia
de anticorpos para o CVS2.

Palavras-chave: Suino (Sus scrofa scrofa), Circovirus suino tipo 2 (CVS2), Sorologia,
Sindrome da Refugagem Multissistémica (SRM), Minas Gerais, Brasil

ABSTRACT

A serological survey was conducted aiming to the study the prevalence of type 2 porcine
circovirus (PCV2) antibodies against in pig from farms in the Minas Gerais State. The infection
seems to be widespread in swine populations in the State as indicated by the presence of
antibodies detected immunoperoxidase assay in PK-15. Out of 955 analysed sera from the 35
commercial farms, 935 (96.39%) of animals had PCV2 specific antibodies reacted for the
presence of PCV2. Titres ranged between 320 and 2560. Studies carried out in many countries
have documented a high prevalence of antibodies for the PCV2 in finishing pigs, suggesting
that this infection may be also widespread in Brazil.

Keywords: Swine (Sus scrofa scrofa), Type 2 porcine circovirus (PCV2), Serology,
Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS), Minas Gerais, Brasil
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1. INTRODUCAO

A sindrome da refugagem multissistémica
(SRM) é atualmente descrita como uma
condicdo clinica que afeta suinos
principalmente com idades de seis a 12
semanas. A enfermidade esta associada ao
Circovirus suino tipo 2 (CVS2) Allan e Ellis
(2000); Segalés e Mariano (2002).

O CVS e classificado pelo Comité
Internacional sobre Taxonomia Viral (ICTV)
dentro da familia Circoviridae que
atualmente € composta por dois géneros. O
primeiro € o género Circovirus que inclui o
Circovirus suino tipo 1 (CVS1); Circovirus
suino tipo 2 (CVS2), o Circovirus do pombo
(CoCV), Circovirus de gaivota, Circovirus de
canario, Circovirus de ganso e o virus da
doenca do bico e das penas dos psitacideos
(PBFDV). O outro é o virus da anemia das
galinhas e estd incluido no género
Gyrovirus. Uma caracteristica comum dos
virus que pertencem a familia Circoviridae &
a associacdo com doengas que causam
lesdes em tecidos linféides.

Na analise filogenética os CVS-1 e o CVS2
representam dois virus diferentes. Apds o
sequenciamento  foi mostrando uma
homologia de nucleotideos de
aproximadamente 75%. O tamanho do
genoma do CVS-1 é de 1759 nucleotideos
enquanto que as diversas amostras isoladas
do CVS2 mostram um genoma com 1767 ou
1768 nucleotideos (Meehan et al., 1998;
Mankertz et al., 2000).

A doenca foi descrita pela primeira vez no
Canada em 1991 e os estudos sorolégicos,
usando os testes de imunofluorescéncia
indireta (IFI), imunoperoxidase indireta em
monocamada de celulas (IPMC) e ensaio
imunoenzimatico (Enzime Linked
Immunosorbet Assay-ELISA) indicaram que
os anticorpos para o CVS s&o muito comuns
nas populacdes de suinos do mundo inteiro.
Estima-se que eles estejam presentes em
80% dos soros investigados em granjas
comerciais de todos o0s continentes.
Registros mostram que a prevaléncia
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sorolégica pode alcangar indices de até
100% em animais de terminacao (Tischer et
al.,1995; Harding; Clark, 1997; Rodriquez-
Arrioja et al., 2003).

No Brasil a doenca foi primeiramente
identificada no Estado de Santa Catarina e
esta sendo considerada emergente. No
entanto, n&o existem estudos que indicam a
real situacdo da doenga no pais, mas
acredita—se que o CVS2 possa estar
disseminada nas criagdes nacionais de
suinos (Ciacci-Zanella et al., 2000).

O Brasil possui, atualmente, um rebanho de
32.304.905 milhdess de suinos, o que lhe
confere o 4° lugar na produgdo mundial. Em
relacdo a produgdo de carnes posiciona-se
em 5° lugar. O Estado de Minas Gerais
contribui  significativamente com essa
produgéo, albergando granjas comerciais de
animais destinadas ao abate e também
granjas multiplicadoras de genética que
abastecem uma grande parte do mercado
brasileiro (ABIPECS). Em virtude de sua
significativa participagdo no cenario da
pecuaria nacional & importante conhecer a
situacdo sanitaria dos plantéis de Minas
Gerais e tragar estratégias de controle.

Em fungdo do exposto a proposta da
pesquisa €& de obter uma avaliagéo
preliminar da distribuigdo de anticorpos para
o CVS2 em granjas comerciais de suinos do
Estado de Minas Gerais.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. AREA ESTUDADA

O estudo foi conduzido no estado de Minas
Gerais e envolveu as principais regides
produtoras de suinos. A selecdo da coleta
de soros foi orientada por critérios de
tecnologia e producéo. Dentro de cada
regidqo a escolha das granjas foi realizada
aleatoriamente compreendendo animais de
13 a 22 semanas de ambos os sexos. A
Figura 1 mostra a distribuicdo das amostras
de soros por municipios amostrados no
estado de Minas Gerais.
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Figura 1. Estado de Minas Gerais destacando os municipios amostrados

2.2. REALIZAGAO DO EXPERIMENTO

As andlises sorologicas foram realizadas
nas dependéncias da Secao de Biologia do
Laboratério Nacional Agropecuario/Minas
Gerais do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (LANAGRO/MG-MAPA),
localizado em Pedro Leopoldo/MG.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

A fregliéncia e o intervalo de confianga dos
animais sorologicamente positivos foram
calculados segundo Bennett et al. (1991). O
intervalo de confianca da freqUéncia das
granjas soropositivas foi calculado pelo teste
binominal exato (Sampaio, 1998).

2.4. SOROS ESTUDADOS

As amostras de soros foram provenientes
de 955 suinos distribuidas em 35 granjas
comerciais localizadas nos principais poélos
representativos da produgao suinicola do
estado de Minas Gerais. A coleta dos soros
foi realizada entre os periodos de novembro

de 2003 a dezembro de 2004 Todas as
amostras de soros utilizadas neste trabalho
foram gentilmente cedidas pelo o laboratorio
TECSA laboratérios.

2.5. ANALISE SOROLOGICA

As 955 amostras de soros foram submetidas
ao teste de IPMC como descrito no
experimento da seg¢ao 2 do capitulo I.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos resultados revelou uma
freqliéncia de 96,6% com intervalo de
confianca de 95% de 94,7% a 98,6%. A
freqUéncia das granjas soropositivas foi de
100% com intervalo de confianga de 90% a
100%. Os titulos dos soros positivos
variavam de 320 a 2560 que € considerado
por Rodriquez-Arrioja et al. (2000) um titulo
médio. Os resultados das analises
sorolégicas nas 955 amostras de soros de
suinos estdo detalhados na Tabela 1.
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Tabela 1 Titulos de anticorpos para o Circovirus suino tipo 2 obtidos através do teste de
Imunopexidase em Monocamada de Células em 955 amostras de soros de suinos provenientes
de 35 granjas do estado de Minas Gerais

Ty 4| "N°de | Total | - AR TIlO - = S e R AN e :
* Municipios | Granjas | soros [Neg. | 1/320 | 1/640 | 1/1280 | 1/2560 _.1_;9120" 1710240
"' 1T ] 2 | 3 10| 2 | 2 | |
Oliveira 3 31 14 16 1
48 1 12 24 1 100

SR

Patos de Minas 9 27 1 6 9 11
30 14 16
47 2 4 21 13
14 6

S
Presiden
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Os resultados mostram uma ampla
distribuicdo da infeccdo pelo CVS2 no
estado. Os numeros de amostras testadas
foram muito superiores aos descritos nos
outros paises, confirmando que o agente
encontra-se disseminado e a presenca do
virus em 100% das granjas estudadas
concorda com alta prevaléncia encontrada
em granjas de outros paises.

Varios trabalhos sorologicos realizados em
paises como Alemanha, Canada, Estados
Unidos, Espanha, Inglaterra e Irlanda do
Norte, tem-se verificado uma alta
prevaléncia para o CVS. No entanto,
observa-se nessas comunicagbes, que o
tamanho da amostra trabalhada muitas
vezes & pequeno e os testes soroldgicos
empregados sao diferentes. Soma-se ao
fato de que a amostra viral empregada as
vezes, nao esta bem definida. Além disso,
os critérios de interpretagdo dos titulos de
anticorpos  encontrados também  sdo
variados. No entanto, com todas essas
diferengas, os trabalhos tém em comum
resultados mostrando alta prevaléncia para
0 agente viral nas populagdes de suinos
analisadas.

No Canada, Dulac e Afshar (1989)
evidenciaram a presencga de anticorpos para
o Circovirus através dos testes de IFl e
IPMC e concluiram que o Circovirus &
comum em populacdo de suinos com uma
porcentagem de 80% de animais
soropositivos. Hines e Lukert (1994), nos
Estados Unidos, investigaram amostras de
soros de suinos e verificaram que 53% das
amostras estudadas apresentavam
anticorpos para o CVS. No mesmo ano Alan
(1996), na Irlanda identificou uma
positividade para o CVS em 92% nas
amostras de soros coletadas
aleatoriamente. Edwards et al., 1994 na
Inglaterra verificaram que 86% dos soros
testados foram reagentes para o virus,
sendo que todos os rebanhos apresentavam
pelo menos um animal positivo. Horner
(1995), na Nova Zelandia, analisou 30 soros
pelo o teste de IF e verificou que 22 foram
positivos. Tischer et al. (1995), na
Alemanha, evidenciaram a presenca de
anticorpos para o CVS em 75% dos soros
de suinos provenientes de abatedouros.
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Algumas pesquisas citam a existéncia de
reagdo cruzada entre o CVS1 e o CVS2.
Nos estudos de sequenciamento os virus
mostraram uma homologia de nucleotideos
em torno de 76% (Hamel et. al, 1998;
Meehan et al., 1998; Morozov et al., 1998),
justificando este fato.

Neste estudo acredita-se que os anticorpos
demonstrados sejam contra o CVS2, pois no
teste de IPMC empregado a monocamada
de célula PK15, sabidamente livre de CVS1
foi previamente infectada pelo o CVS2.
Além disso, a frequéncia de animais e
granjas positivas foi muito alta 96,6% e
100% respectivamente iguais aos
encontrados em outros paises. Resultados
similares foram obtidos por Calsamiglia et
al. (2002). Eles reportaram que o CVS2
circula mais em granjas de suinos (>50%)
quando comparado com o CVS1 (<3%).
Além disso, em casos da sindrome o CVS1
ndo tem sido identificado sozinho, e o
CVS2, tem sido encontrado numa
prevaléncia muito maior que do CVS1. No
entanto, a sua participagdo em casos de
campo ndo esta ainda bem esclarecida. Os
autores acreditam que como muitos testes
sorolégicos foram realizados utilizando
monocamadas infectadas com o CVS1, a
prevaléncia do CVS2 pode ter sido
subestimada no passado.

Por outro lado, Mesu et al. (2000) na
Bélgica, determinaram a soroprevaléncia
através do teste de IPMC para o CVS1 e
CVS2 em populagbes de  suinos.
Concluiram que as infeccdes pelo CVS1
levaram ao aparecimento de reacgbes
cruzadas para o CVS2. Porém, os titulos
para o CVS2 foram quatro vezes maiores
quando comparados com o CVS1. Foi
constatado que a infecgdo com o CVS2
resultou em anticorpos que reagiram
somente para o CVS2 e ndo houve reagéo
para o CVS1. Nesses estudos, o0s
anticorpos para o CVS1 e o CSV2 foram
demonstrados respectivamente em 95% e
100% dos rebanhos afetados.

Rodriguez—-Arroja et al. (2003) verificaram
que dos 388 (72,7%) soros analisados
através do teste de IPMC, 282 foram
positivos para a presenca de anticorpos




contra o CVS2. Em 2004, Barbosa et al.,,
conduziram um estudo para a demonstragao
de anticorpos para o CVS2 pelo teste de
IPMC em animais de abatedouros
provenientes de municipios localizados no
Estado de Minas Gerais. Dos 298 soros
analisados, os anticorpos para o CVS2
foram encontrados em 157 (52,68%).

A presenca do CVS2 em granjas do estado
de Minas Gerais & refor¢cada pelas prévias
descrigdes do agente em varias pesquisas
ja realizados em Minas Gerais e em outros
estados brasileiros.

O primeiro registro da SRM e identificagdo
do CVS2 foi feito por Ciacci-Zanella e
colaboradores em 2000 na Embrapa Suinos
e Aves. A partir dai a doenga e a
identificagdo do agente tem sido feita em
varios locais do Brasil. Em Goias ja foram
realizados diagnosticos confirmativos da
SRM e identificagao do agente viral por PCR
(Sobestiansky et al, 2002). Em Minas
Gerais  realizaram-se  isolamentos e
identificagdo do agente viral por IPMC, PCR
e IHQ (Pinto et al.,, 2003; Almeida, et al.,
2004, Barbosa et al., 2004). Em S&o Paulo,
Moreno et al. (2003) e reportaram
associacao entre o CVS2 e as doencgas
respiratorias no Brasil, além disso, foram

realizadas diferenciagées entre amostras
dos CVS1 e CVS2. No Rio Grande do Sul
foram descritas lesdes histopatologicas
associadas a circovirose em suinos nas
fases de crescimento e terminagdo por
Pescador et al. (2003).

As granjas envolvidas neste estudo s&o
comerciais, tecnificadas isto &, possuem um
manejo em escala de produgdo, emprega
uma genética melhorada, utiliza nutricdo
balanceada e cuidados especiais com
programas sanitarios. Elas sao
representativas da realidade nacional em
termos de técnica e resultados zootécnico.

Através deste trabalho pode-se demonstrar,
por meio do teste de IPMC a presenga de
anticopos para o CVS2 em granjas
comerciais de suinos nas diferentes
mesorregides do Estado de Minas Gerais
como Tridngulo Mineiro, Zona da Mata e
Central Mineira. Os dados encontrados
mostram que a infecgdo pelo CVS2 pode
afetar a suinocultura comercial nos locais de
producdo mais intensa do Estado. Acredita-
se que a infecgéo pode estar amplamente
distribuida entre as populagbes de suinos
de todo o estado confirmando os resultados
encontrados em outros paises.
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Capitulo IV

PREVALENCIA DO CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 (CVS2) EM JAVALIS (SUS
SCROFA SCROFA) NO BRASIL EMPREGANDO A TECNICA DE
IMUNOPEROXIDASE EM MONOCAMADA DE CELULAS (IPMC)

RESUMO

O Circovirus suino tipo 2 (CVS2) € considerado o agente causador da Sindrome da Refugagem
Multissistémica (SRM) em suinos domeésticos. A exposicdo ao virus tem sido evidenciada
através de pesquisas soroldgicas em varios paises. O presente trabalho mostra o primeiro
estudo sorolégico desenvolvido no Brasil para o CVS2 em javalis. Os soros de 1322 javalis
provenientes de 119 criatorios, localizados em seis estados brasileiros foram testados atraves
da técnica de Imunoperoxidase em Monocamada de Células (IPMC). Os resultados mostraram
que 84,64% dos soros analisados foram positivos, estando o virus presente em todas as
granjas e em todos os estados analisados.

Palavras-chave: Javali (Sus scrofa scrofa), Circovirus suino tipo 2 (CVS2), Sorologia; Brasil
ABSTRACT

The Type 2 porcine circovirus (PCV2) is the etiology of Postweaning Multisystemic Wasting
Syndrome (PMWS) in domestic pigs. Serological of PCV2 has been determined evidence
through serological researches in various countries. This study presents the first serological
study in Brazil of the PCV2 in wild boars. Sera of 1322 wild boars from 119 farms from 6
Brazilian states were tested using the immunoperoxidase monolayer assay on cells (IP). The
results showed that 84,64% of the analyzed sera were positive. The virus was demonstrated by
IP being found in all the farms and in all the analyzed states.

Keywords: Wild Boar (Sus scrofa scrofa), Type 2 porcine circovirus (PCV2), Serology, Brazil
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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, tem-se observado um
aumento na criagdo de animais silvestres
com organizacao de criatorios especificos. A
criagdo de javali (Sus scrofa scrofa), em
especial, tem despertado grande interesse
como alternativa para diversificagédo da
atividade agropecuaria, visando atingir o
segmento do mercado de carnes de
sabores exdticos.

No Brasil, as primeiras criagbes comerciais
de javalis ocorreram no Estado do Rio
Grande do Sul, em meados da década de
1980. No entanto, alguns criadores do
Estado de Sao Paulo, descontentes com a
qualidade do produto, importaram animais
da Franga e do Canada, proporcionando um
grande avanco no melhoramento genético
da especie. A ocorréncia de hibridos entre
javalis e suinos & bastante comum, tanto na
natureza como em cativeiro uma vez que o
cruzamento entre estas subespécies gera
individuos férteis.

Os javalis sdo criados em condigdes
especiais, controladas pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA),
através da portaria 102/98. Estéo incluidos
no Plano Nacional de Sanidade Suidea
(PNSS) do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) por
serem importantes reservatorios de Peste
Suina Classica (PSC) sendo resistentes a
doencga clinica, mas podendo transmitir o
virus.

Pesquisas realizadas na Espanha
mostraram uma soroprevaléncia de 47,89 +
1,9% para o CVS2 em javalis de diferentes
regides do pais. E o primeiro caso da SRM
em javalis de vida livre foi descrito na
Alemanha, o que indica claramente que e 0
animal €& susceptivel ndo somente a
infeccdo pelo CVS2, mas também ao
desenvolvimento da SRM (Sanchez et al,,
2001; Vicente et al., 2004; Schulze et al,
2005).

A produgéo de javalis vem crescendo e esta
ganhando espago no cenario da pecuaria

brasileira. Em razdo do aumento dos
criatorios comerciais €& necessario 0
conhecimento dos aspectos sanitarios das
criagcOes de javalis nacionais.

O presente trabalho tem como objetivo
pesquisar a presenca de anticorpos para o
CVS2 em soros de javalis provenientes de
criatorios localizados em varios estados
brasileiros.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. ORIGEM DAS AMOSTRAS

As amostras de soros de javalis foram
cedidas pelo Laboratério Nacional
Agropecuario/Minas Gerais do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(LANAGRO/MG-MAPA). Elas representam
parte da amostragem do Inquérito
Soroepidemiolégico na Zona Livre de Peste
Suina Classica realizado em 2003 que
foram amostradas segundo a Tabela 1. As
informacdes obtidas por ocasido da coleta
dos soros foram registradas em fichas
conforme o mostra o ANEXO 02. A idade
dos animais, em estudo, variou entre 30 a
56 meses.

Tabela 1. Total de matrizes amostradas por
granjas ou criatérios de suideos de acordo
com o Inquérito Soroepidemioloégico na
Zona Livre de Peste Suina Classica
realizado em 2003.

N° de matrizes N° de
Existentes na granja matrizes
ou criatério amostradas
Ate 15 Todas
16-20 16
21-30 21
31-50 23
51-100 27
> 100 30
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No caso especifico dos criatérios de javalis,
em funcao do numero existente e do pouco
conhecimento sobre os mesmos planejou-se
no inquérito que todos os criatorios

cadastrados fossem investigados. Porém,
em virtude das dificuldades de contengoes
dos animais e pequenos numeros de
existentes,

animais varios  criatorios
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cadastrados nao foram amostrados como
observado na Tabela 2. Em relagao aos
animais estudados, especialmente por
facilidade de manejo, as matrizes puderam
ser substituidas por animais com mais de 80
dias de idade criados nas mesmas
condicoes.

Fonte: IBGE/ 2003 com modificagdes

Figura 1. Mapa do Brasil mostrando a origem e os numeros de amostras de soros de javalis
(Sus scrofa scrofa) analisadas pelo teste de Imunoperoxidase em Monocamada de Células
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2.2. ANALISE SOROLOGICA

As 1322 amostras de soros foram
submetidas ao teste de IPMC como descrito
no experimento do capitulo I, segdo 2.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

A prevaléncia e o intervalo de confianga dos
animais sorologicamente positivos foram
calculados segundo Bennetti et al. 1991. O
intervalo de confianga da prevaléncia dos
criatérios soropositivos foi calculado pelo
teste binominal segundo Sampaio (1998).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A criac&o de javalis no Brasil € uma pratica
que vem crescendo no cenario da pecuaria
nacional. A produgdo tem aumentado
significativamente, mas poucos estudos
relacionados a situacdo sanitaria dos

criatérios nacionais tém sido realizados. A
literatura relata varios trabalhos realizados
em outros paises envolvendo javalis
confinados, semiconfinados e de vida livre.
Esta investigacdo mostra o primeiro estudo
realizado no Brasil, sobre circovirose em
javalis.

Fernandez-de-Mera et al. (2003)
descreveram que o CVS2 esta presente em
granjas de suinos afetadas e n&o afetadas
pela SRM com uma prevaléncia de 100%
em todo o mundo. Além disso, & conhecido
que o Sus scrofa também é susceptivel a
infecg@o por agentes patogénicos entre eles
o CVS2 (Laddomada et al., 2000; Albina et
al., 2000).

Os resultados obtidos neste trabalho estéo
descritos na Tabela 2. Observa-se que
todos os criatérios estudados foram
positivos para o CVS2.

Tabela 2. Resultados das andlises sorolégicas realizadas pelo teste de Imunoperoxidase em
Monocamada de Células em 1322 soros de javalis (Sus scrofa scrofa) provenientes de 119 criatérios no

ano de 2003
Criatorios Total de Ne N.o i N % de animais
Estados cadastrados Criatorios de soros de ammnais de 508 positivos por
no Brasil amostrados  analisados 2:;;’:’; potsc':t';f’y estado
RS 45 45‘ 561 486 /75 486 /561 (87%)
SC 49 43 382 382/ 41 382/ 382 (89%)
SP 45 14 211 174/ 37 174/ 211 (79%)
PR 17 11 129 110/19 110/129 (85%)
MG 7 5 22 18/ 4 18/ 22 (82%)
GO 1 1 17 17/0 177117 (100%)
Total 164 119 1322 1146/176 1146/1322 84,64 %
A prevaléncia calculada de animais positivos encontrada nos diferentes estados

foi de 84,9% com uma variagéo de 82,1% a
87,8% e intervalo de confianca de 95% A
prevaléncia de granjas de javalis foi de
100,0% com intervalo de confianga de
96,95% a 100,00 %. A alta prevaléncia

envolvidos no estudo, sugere que a infecgéo
pelo CVS2 em javalis do Brasil & endémica.
A Tabela 3 mostra a prevaléncia encontrada
para os diferentes estados analisados.
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Tabela 3. Prevaléncia e intervalo de confianca encontrados para os soros de javalis (Sus scrofa
scrofa) analisados pelo teste de Imunoperoxidase em Monocamada de Ceélulas

*IC 95%
Local Prevaléncia minimo maximo
RS 86,45 82,09 90,81
SP 82,46 75,99 88,94
PR 68,22 59,73 76,71
sSC 89,53 84,14 94,92
MG 81,82 54,09 100,00

* Intervalo de confianga

Vicente et al.(2004), realizaram um estudo
epidemiolégico empregando o teste de
IPMC, em 656 amostras de soros de javalis
provenientes de 45 localidades da Espanha
e em 22 amostras de soros de animais
importados. A soropositividade foi
demonstrada em animais de todos os locais
analisados. A prevaléncia para os titulos
que variavam de médios a altos foi de 47,89
+ 1,9%. Alem disso, o acido nucléico foi
demonstrado pelo teste de HIS em amostras
de tecidos provenientes de trés javalis,
sendo que um animal foi diagnosticado
positivo a SRM. Eles concluiram que a
prevaléncia e os altos titulos estavam
relacionados com o manejo das populagdes
de javalis. Animais criados intensivamente
deram titulos maiores que os' animais
criados em condigbes naturais. Segalés et
al. (2002) descreveram que considerando a
distribuicdo comum do CVS2 entre a
populacdo de suinos domésticos e os
conhecidos fatores de riscos para a SRM
nestes animais, como precarias condigbes
de higiene, superlotagdo e mistura de
animais de diferentes idades e origens,
podem interferir na soroprevaléncia do
agente no rebanho.

Neste trabalho as informagdes relacionadas
com pratica de manejo, sanidade e
instalacées ndo estavam disponiveis para
os criatérios de javalis estudados. Porém a
alta prevaléncia encontrada tanto com
relacdo aos animais e aos numeros de
criatorios positivos sugere que o sistema de
criacdo adotado permite a manutengéo,
transmissdo e circulagdo do agente de
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forma semelhante as condigcdes
encontradas nas granjas de suinos.

Conhecimentos sobre a epidemiologia do
CVS2, em particular a importancia da
sindrome como fator de mortalidade nos
javalis, devem levar ao desenvolvimento de
estudos futuros para se conhecer a real
importancia da SRM nos animais e os
prejuizos que ela possa trazer aos criatorios
nacionais.

CONCLUSOES DA SECAO 2

O teste de IPMC especifico para o CVS2
pode ser aplicado para avaliagdo sorolégica
em rebanhos de suideos.

A IPMC permite conhecer a dinamica da
infeccdo viral por CVS2,- embora para o
diagnostico definitivo seja necessaria a
demonstracdo do CVS2 com técnicas para
detecgdo do antigeno ou genoma como IHQ
ou PCR, HIS respectivamente.

As investigacGes sorologicas para o CVS2
em suinos indicaram presenga de
anticorpos em diferentes fases de producéo
em rebanhos suspeitos e ndo suspeitos da
SRM.

O CVS2 esta presente em granjas de suinos
do estado de Minas Gerais.

A infeccdo pelo CVS2 é& comum nos
criatorios de javalis do Brasil.
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ANEXO 01

FICHA DE CADASTRO DAS GRANJAS DE SUINOS

1. Produtor Fone

2. Nome da propriedade

Municipio Localidade

3. End. (corresp.) Municipio

4. Perfil da criacao:

4.a- Rebanho: tipo carne D tipo banha (caipira) D

4.b- N° de animais:  matrizes varrbes total

4.c- Sistema: confinado D solto D

4.d- Ciclo: completo D s0 leitdes |:| recrialterminaq:éo[j
4.e- Manejo: tudo dentro tudo fora |:| continuo |:|

4.f- Destino dos dejetos: rio/cérrego D lagoa de decantagdo D outros I:l

4.g- Suinocultura vizinha: simD néoD caipira |:| tecnificada D

4.h- Controla a entrada de pessoas: sim D nao D

4.i- Vendas: no municipio D outro municipio outro estado ____
4.j- Compra de reprodutor(as): Municipio: Estado
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5. indices de mortalidade: (os indices serdo obtidos pela divisdo do numero de leitdes

mortos de cada item sobre o nimero de nascidos vivos, desmamados, transferidos da creche e
etc... x 100)

5.a- Leitbes mumificados-  Até 1% D entre 1e 2% D maior que 2% D

5.b- Leitdes natimortos- Até 5% D entre5e 7% |:| maior que 7% D

5.c- Mortes até a desmama- Até 5% D entre 5 e 10% l:l maior que 10%|:|

5.d- Mortalidade na creche- At 15%_| entre1,5€25%[ | maior que 25% |
5.e- Mortes na recria/terminacao- Até 1,5% [:] entre1,5¢ Z.S%D maior que 2,5% I:I

5.f- Mortalidade de matrizes- Menor que 5% ,:I maior que S%D

6. indices de producio:

6.a- Intervalo médio entre desmama e cio- Até 7 dias D maior que 7 diasD
O dia do desmame sera o dia zero. O valor sera tomado pela média de dias entre a desmama e

a cobri¢&o de todas as fémeas em reprodugéo.

6.b- Percentual de repeticao de cio- Até 6% D entre 6-12% D maior que 12% I:]
Sera o produto do numero de fémeas confirmadas sobre o numero de fémeas cobertas
multiplicado por 100.

6.c- Percentual de abortos- Até 1,5% D de1,5a225% I:, maior que 2,5% I:l
Sera o produto do numero de porcas que produziram fetos ndo viaveis até 24h apdés a pari¢céo
(da cobertura ao 109° dia de gestagao) muitiplicado por 100.

6.d- Média de leitdes nascidos vivos / porca/ano- até 18 D de 18 a 20 D

mais de 20 D

Sera dado pelo nimero total de leitdes nascidos no ano sobre o nimero total de fémeas do

plantel reprodutivo.

92




-- 7S

, Vs

¥ s
7 BIBLIOTECA
D4 ;ev©

6.e- Média de leitdes desmamados / porca / ano- até 16 |:| de 162 18 D

mais de 18 D

Sera calculado como o item anterior utilizando-se os valores de leitdes desmamados.

6.f- N° de partos / porca/ ano- Maior que 2,2 D entre2e 2?2 D menor que 2 D
Sera dado pela resultante do numero total de partos, divididos pelo nimero de porcas do
plantel reprodutivo.

6.g- Idade média ao desmame- Até 21 dias Dentre 21 e 28 dias D acima de 28 diasD
Sera dado pelo numero médio de dias que a leitegada é desmamada.

6.h- Idade média de abate-  Até 145 I:I entre 145 e 155 I:l maior que 155 I:]
E a idade média em dias que os suinos sdo comercializados.

6.i- Peso médio de abate- Até 90Kg D entre 90 e 100Kg D mais de 100 Kg D
Sera dado pelo peso médio na comercializagéo em Kg.

6.j- Taxa de desfrute do plantel- (=taxa de abate + taxa de crescimento) %

(Nos rebanhos estabilizados a taxa de desfrute é a taxa de abate)

EXEMPLO: Uma granja tem hoje 200 animais, no ano anterior possuia 180 animais. Se neste
ano, ela abateu 300 animais, a sua taxa de crescimento foi = 200 — 180/ 180 x 100 = 11,10% e
sua taxa de abate foi = 300/200 x 100 = 150%. Portanto seu desfrute foi = 150 + 11,10 =
161,10%

Sinais Clinicos Observagoes

Emagrecimento progressivo

Taquipnéia

Dispnéia

Palidez da pele

Ictericia

Qutros
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Material coletado na
necropsia

Alteragdes macroscopicas

Observagdes

Linfonodo inguinal

Linfonodo submandibular

Pulméao

Linfonodo mediastino

Coracao

Figado

Baco

Rim

Glandula adrenal

Estémago

Intestino
» colo
> jejuno
> ileo

Linfonodo mesentérico

Material coletado para
histologia

Resultados histopatolégicos

Imunoistoquimica

Linfonodo inguinal

Linfonodo submandibular

Linfonodo mediastino

Pulméao

Coracéo

Figado

Baco

Rim

Intestino
» colo
jejuno
ileo

v v

Sangue

Material coletado para sorologia

Responsavel pelo preenchimento:

Nome

Funcao:

Data / / Assinatura
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ANEXO 03

I'NQUERITO SOROEPIE_)EMiOLOGICO NA ZONA LIVRE DE PSC - 2003
FORMULARIO DE INVESTIGACAO EPIDEMIOLOGICA PARA REBANHOS SUIDEOS COM
SOROLOGIA POSITIVA PARA PSC

1. Veterinario responsavel pelo preenchimento do questionario

Nome:

Endereco:

Telefone: Data:

2. ldentificagao da propriedade:

N° de Identificagdo no Inquérito (UF + N° sequencial):

Nome da propriedade: N° do cadastro

Nome do proprietario:

Endereco:

Municipio: UF: Telefone:

Localizagao com GPS: Sul: Oeste:

Coordenadas: H: V:

3. Qual o tipo de criagio de suideos?
() Granja comercial de suinos

() Granja de Javali

() Javaporco (cruza javali X suinos)
()

Criatdrio de suideos sem fins comerciais (consumo proprio)

4. Plantel de suideos

Quantidade de suideos, atualmente existente na propriedade, por categoria:

CATEGORIA SUINOS JAVALIS OUTROS

Cachagos

Matrizes

Fémeas de reposicdo (marras)

Leitdes mamando

Leitdes na creche

Leitdes em crescimento-terminacéo
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