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RESUMO: A circovirose ¢ considerada uma doenca emergente e responsabilizada por grandes prejuizos
econdmicos para a suinocultura. Estudos de prevaléncia e incidéncia no Brasil ainda séo escassos principalmente
utilizando o teste de ELISA. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo longitudinal determinando a
presenca de anticorpos anti — CVS - 2 em sete sistemas de producéo de suinos do Estado de Sao Paulo avaliando
o tipo e tempo de infeccdo e comparando os valores de densidade Optica com as lesées macro e microscopicas
encontradas em 65 leitdes necropsiados e apos coloragdo por HE e imunoistoquimica. Os resultados soroldgicos
comprovaram a presenca do virus em todas as granjas e um percentual de 41% de animais soropositivos para
CVS-2 sendo que 31,4% dos animais apresentaram infeccdo com mais de dois meses, 7,9% infeccdo recente
entre um e dois meses e 1,7% estavam com a infec¢do ativa. Todos os animais apresentaram diversas les6es
frequentemente encontradas em animais doentes, entretanto, a identificacdo por imunoistoquimica néo foi
possivel.

Palavras chaves: CVS - 2. Sindrome da refugagem multisistémica. Soroperfil. 1gG. IgM.

USE OF IMMUNOABSORVENT ASSAY TEST (ELISA) TO
DETERNINE THE LOGITUDINAL SEROPRIFILE OF CIRCOVIRUS
INFECTION ON PIGS FARM

SUMMARY : Porcine circovirosis is considered an emerging disease responsible for great economic losses to
the swine industry. Prevalence and incidence studies in Brazil using ELISA test at the present are not related.
The aim of this study was to determining the longitudinal presence of anti- PCV-2 in seven swine farms in Séo
Paulo State and evaluating the type and duration of infection and comparing the optical density values with
macro and microscopic lesions of 65 necropsied after HE staining and immunohistochemistry. The serological
results confirmed the presence of the virus in all farms and a percentage of 41% of seropositive animals for
PCV-2. 31,4% pigs showed infection with more than two months, 7,9% a recent infection between two months
and 1,7% had active infection. All animals showed several lesions commonly found in sick animals however the
immunohistochemistry identification was not possible.

Keywords: PCV2. Posweading wasting multisistemic syndrome. Seroprofile. 19gG. IgM.
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INTRODUCAO

O circovirus suino do tipo 2 (CVS-2) é um DNA virus de fita simples, ndo envelopado
com aproximadamente 1.7 kb pertencente a familia Circoviridae no género Circovirus
(LUKERT et al., 1995). Ele é o agente primario da circovirose suina (SEGALES et al., 2005)
e sua presenca € essencial para que ocorra a doenca. Entretanto, sem a presenca de co-fatores
raramente o CVS-2 é capaz de causar a doenca (OPRIESSING, et al., 2009). Assim sendo a
circovirose € considerada uma doengca multifatorial e sua manifestacdo e severidade é
influenciada por fatores intrinsecos como o capacidade imunitaria do animal e predisposi¢cdo
genética (OPRIESSING et al., 2006A, OPRIESSING et al., 2009) bem como extrinsecos,
com destaque para as condi¢cbes ambientais e de manejo.

O CVS-2 é um virus ubiquo estando presente em muitas regifes onde a suinocultura é
expressiva (ALLAN; ELLIS, 2000; SEGALES et al., 2004) podendo ser detectado em granjas
com auséncia ou presenca das manifestacbes clinicas da circovirose, destacando-se a
sindrome da refugagem multissistémica (SRM), considerada, mundialmente por sua
expressiva perda econdmica em decorréncia do aumento da mortalidade, diminui¢cdo do
desempenho dos animais e altas taxas de refugagem (PINTO et al., 2011).

A doenga acomete suinos entre 5 a 16 semanas de idade (HARDING; CLARK, 1997;
ALLAN; ELLIS, 2000; SEGALES et al., 2004) e suas manifestacdes clinicas podem diferir
entre granjas (OPRIESSING et al., 2006B) mas, geralmente sdo acompanhadas de perda
progressiva de peso, dispnéia, aumento dos linfonodos, diarréia, palidez e ictericia. (ALLAN;
ELLIS, 2000; SEGALES et al., 2004) além de problemas respiratorios (CLAK, 1997;
SEGALES et al., 2005), falhas reprodutivas e a sindrome dermatite e nefropatia
(OPRIESSNIG et al., 2007). Infeccbes secundarias por outros agentes oportunistas também
podem estar presentes, sugerindo uma imunossupressdo (MANKERTZ; FINSTERBUSCH,
2009).

As lesbes macroscopicas sdo variadas, entretanto a linfoadenopatia e a pneumonia
intersticial s@o as mais frequentes. LesGes histologicas incluem infiltrados linfohistiociticos e
granulomatosos no pulmao, figado, rim e deplecdo linfocitaria nos tecidos linféides (CLARK,
1997). Ocasionalmente, ainda observa-se a presenca de corpusculos de incluséo
intracitoplasmaticos (SEGALES et al., 2005).

Virus O CVS-2 é um virus emergente que pode causar infec¢cdo persistente nos suinos
(RODRIGUEZ-ARRIOQJA et al., 2002). Sua transmissdo ocorre por meio do contato direto
entre animais infectados e susceptiveis pelas vias oronasal, fecal e urinaria (MAGAR et al.,
2000) mas as secrecdes nasais ou as particulas em aerossoéis sdo apontadas como a principal
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forma de transmissdo horizontal (CAPRIOLI et al., 2006). A transmissdo vertical também ja

foi comprovada (LADEKJAER et al., 2001; SAHA et al.; 2010) inclusive apds a
inseminacao artificial com sémen infectado (MADSON et al.; 2009).

Técnicas laboratoriais como a sorologia e deteccdo do DNA em soro de suinos
representam uma importante ferramenta para determinacdo da presenca do virus em sistemas
de producdo de suinos podendo ser aplicadas em granjas com e sem a presenca da SRM
(GRAU-ROMA et al., 2009). Segundo Gerber et at. (2009) a maioria das granjas séo
soropositivas para CVS-2, mas nem todas apresentam surtos ou casos isolados de SRM e o
perfil sorolégico pode variar entre rebanhos de acordo com a idade, fase de producédo e
manifesta¢des de sinais clinicos.

Rebanhos europeus apresentaram indices de positividade proximos a 100%
(LAROCHELLE et al., 2003). Dados sorologicos em rebanhos Brasileiros demonstram
elevada prevaléncia. Em 2008, Barbosa et al. realizaram um estudo em Minas Gerais, Santa
Catarina e no Rio Grande do Sul descrevendo por meio da Imunoperoxidase em monocamada
de células uma prevaléncia de 95,4%. No Mato Grosso, 58,21% das amostras de linfonodos e
tonsilas submetidas a PCR foram positivas (OLIVEIRA FILHO et al., 2009) e recentemente
um trabalho descrevendo a dindmica da circulacdo viral ao longo da cadeia produtiva também
sugeriu uma elevada prevaléncia do virus em granjas com e sem SRM (PINTO et al., 2011).

Os resultados descritos pela literatura foram tomados como ponto de partida para a
realizacdo do presente estudo. Os objetivos foram determinar a prevaléncia sorolégica por
meio de ensaios imunoensimaticos (ELISA) em sete granjas de suinos no Estado de Sao Paulo
e comparar 0s resultados sorolégicos as lesdes histoldégicas e a aos resultados de
imunoistoquimica (IHC).

MATERIAL E METODO
Granjas

Foram visitadas sete granjas de suinos de ciclo completo (G1, G2, G3, G4, G5, G6 e
G7). Durante a visita realizou-se uma avaliacdo do grau de vulnerabilidade das granjas para
doencas conforme sua classificacdo em niveis de biossegurancga de acordo com IN 19 de 2002
do MAPA (BRASIL, 2002.). Realizou-se a coleta de dados zootécnicos, produtivos e
sanitarios seguindo-se de um exame clinico do rebanho.

Foram colhidas 478 amostras de sangue de todas as categorias animais - porcas
lactantes (PM), leitGes lactentes (LM), leitdes de creche (LC), suinos em crescimento (C),
suinos em terminacdo (T), porcas gestantes (PG) e animais em quarentena (Tabela 1). Todas

as amostras de sangue foram dessoradas por centrifugacdo no Laboratorio de Pesquisa em
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Clinica e Cirurgia Veterinaria do Departamento de Clinica e Cirurgia da FCAV- Unesp
Campus de Jaboticabal e imediatamente congeladas a -20°C até o momento da analise.

Ao término do periodo de coleta, as amostras de soro foram submetidas ao teste de
ELISA de captura® conforme orientacdes do fabricante. A leitura foi realizada em
comprimento de onda 450 mm e o ponto de corte de cada placa foi determinado pela
densidade Optica referente aos controles positivos de cada ismero IgG ou IgM multiplicando-
se o valor de leitura encontrado em cada placa por 0,4 e 0,3 respectivamente. Os controles
negativos foram aplicados apenas com a funcdo de proporcionar seguranca ao teste.

Necropsia

Selecionou-se para necropsia 65 animais em fase de creche e crescimento, com
historico de perda de peso e emagrecimento, mucosas hipocoradas, carcaga magra, cerdas
visivelmente evidentes e linfoadenopatia regional. Os animais foram sacrificados apds exame
clinico, conforme aprovagdo prévia do Conselho de Etica e Bem-Estar Animal. Durante a
necropsia realizou-se avaliacdo macroscopica de 6rgdos internos bem como coleta de pulmao,
coracgdo, figado, baco, linfonodos (mandibulares, mediastinicos, mesentéricos e inguinais),
rim, encéfalo e cerebelo. Todos os tecidos coletados foram processados para analises
histopatolégicas e coradas pelo método de Eosina Hematoxilina (HE) convencionais. Os
cortes de linfonodos foram também preparados para imunoistoquimica conforme (SOUZA et
al., 2008)

RESULTADOS

Na tabela 1 estdo representados dados zootécnicos das granjas amostradas, dados de
doencas respiratorias bem como o grau de vulnerabilidade das granjas calculado conforme a
Instrucdo Normativa n° 19 de 2002 do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento do

Brasil.

® Ingezim Circovirus 1gG/IgM (Prod. Ref.: 11. PCV.K2), Ingenasa, Madri, ESpanha
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Tabela 1: Caracteristicas gerais das granjas de suinos amostradas para o estudo da ocorréncia
do circovirus suinos, Jaboticabal, 2011.

Caracteristicas Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
Numero de Matrizes 450 500 200 300 500 45 400
Taxa de mortalidade N N N N NI N N
Doenca respiratoria TCT SE Co Co Alta* ND SE
Manejo das instalagbes MC  AO AO AO MC MC AO
Biosseguridade B A B A D A C

Gl a G7 =granjas 1 a 7, N = valores aceitaveis entre 2 a 5% e estimados, NI = ndo informado, TCT = tosse no
crescimento e terminacdo apés movimentagdo dos animais, SE = Surtos esporadicos, Co = controlada, ND =
ndo determinado, MC = Manejo continuo, AO = All-in all-out, A= granja bem protegida, B = vulnerabilidade
baixa, C= vulnerabilidade média, D = altamente vulneravel.

O circovirus mostrou-se um agente importante nas granjas avaliadas uma vez que
todas foram positivas. Dentre as 478 amostras de soro, 196 (41%) foram positivas
comprovando que o CVS-2 esta presente e circulando nas granjas de suinos (Tabela 1). A
avaliacdo das densidades dpticas para IgM e IgG, permitiu a classificacdo do tipo de infeccdo
bem como o tempo decorrido em meses. O perfil da resposta que classificou o tipo e o tempo
decorrido a partir da infeccdo como animal que ndo soro converteu, infeccdo com mais de
dois meses, infeccdo ativa ou infeccdo entre um e dois meses foi possivel ap6s analises dos
valores de densidade ptica encontrados para IgG e IgM frente ao virus e estdo representados
graficamente na Figura 1.
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Figura 1: Representacdo grafica dos valores de DO encontrados para 1gG e IgM em soro
sanguineo de suinos ap6s contato ou infecgdo pelo CVS-2, conforme fases produtivas, (PM -
porca lactante, LM - leitdo lactente, LC — leitdo em fase de creche, R suino em crescimento, T
— suino em fase de terminacdo, PG — Porcas gestantes) em granjas da regido de Jaboticabal,
SP.

Ao todo, 31,4% dos animais apresentaram infeccdo com mais de dois meses. As
infeccOes classificadas como infeccdo ativa e recente (entre 1 e 2 meses) foram
respectivamente 1,7% e 7,9%. A Figura 2 representa graficamente a distribuicdo de anticorpos
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contra CVS-2 em amostras de soro coletados de suinos de diferentes fases de producéo entre

as granjas amostradas neste estudo.
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Figura 2: Perfil soroldgico longitudinal, tempo de infeccdo determinado pelo método de
ELISA de captura da Ingenasa (Madri, Espanha) — Ingezim Circovirus IgG/IgM (Prod Ref:
11.PCV.K2.) em granjas de suinos na regido de Jaboticabal, SP.

As avaliacdes soroldgicas dos animais necropsiados revelaram que 25% dos animais
soroconverteram da seguinte forma: trés leitbes estavam com infeccdo ativa, dois
apresentaram resposta caracteristica de infeccdo recente, entre 1 e 2 meses e 11 leitdes com
infeccdo com mais de 2 meses. Nestes animais, macroscopicamente, visibilizou-se lesdes
intestinais, principalmente no ileo, estémago com variado grau de Ulceras e linfoadenopatia
regional nos linfonodos — ileo-colicos e mesentéricos. Muitos animais apresentaram ainda
acumulo de liquido (ascite) na cavidade abdominal. Lesdes pulmonares variando em varios
graus e tipos inclusive abscessos também estavam presentes. As lesdes microscopicas
encontradas com maior frequéncias estdo sumarizadas na tabela 2. Nao foram encontrados

antigenos para CVS-2 em linfonodos submetidos a IHC.

DISCUSSAO

Todas as granjas envolvidas neste estudo demonstraram a presenca do CVS-2 e a
circulacdo longitudinal demonstrada pelos animais que soroconverteram em algum momento
do ciclo de produgéo. Estes achados estdo em acordo com aqueles descritos em outros estudos
(ALLAN; ELLIS, 2000; MAGAR et al., 2000; LAROCHELLE et al., 2003; OPRIESSNIG et
al., 2004; GERBER et at., 2009; OLIVEIRA FILHO et al., 2009; PINTO et al., 2011).

A SRM muitas vezes pode ndo ser descrita em rebanhos por causa de sua forma
subclinica favorecida pela auséncia de co-fatores que exacerbariam a manifestacao clinica da
doenca. Todas as granjas visitadas indicaram a existéncia e a circulacdo viral e apesar da

elevada (41%) soroprevaléncia encontrada nos animais, em sua grande maioria infeccdes com

Nucleus Animalium, v.3, n.2, nov. 2011



19

mais de dois meses (31,4%) e uma pequena percentagem (1,7%) de animais com infeccao
ativa ndo foram observadas, manifestacdes clinicas associados a circovirose salvo alguns
casos individuais como os suinos necropsiados.

Curiosamente ndo foram observados pela IHC em linfonodos antigenos para CVS-2.
O periodo ideal de deteccdo para antigenos pela técnica de IHC encontra-se entre sete a dez
dias e apos este periodo a sensibilidade do teste sofre um decréscimo, prevalecendo lesbes
microscaépicas, que sdo sugestivas para doenca (OPRIESSING et al., 2009). A infeccdo ativa
determinada pela presenca de IgM aumenta a possibilidade de deteccdo antigenos, entretanto
0 periodo de medio para soroconversdo é de 14 dias com declinio entre 21 a 28 dias
(OPRIESSING et al., 2006B). Acreditamos que o tempo decorrido entre infecgdo e a viremia
no momento da necropsia tenha sido superior a dez dias e por isto ndo foi possivel a
visualizagdo nas amostras avaliadas.

A patogenia e o grau das lesdes podem ser atribuidos ao fator viruléncia determinada
por pequenas diferengas no genoma do virus (OPRIESSING et al., 2006B) ou ainda pela
genética do animal. Diferencas e severidade em lesdes ocasionadas pelo CVS-2 sdo descritas
entre racas de suinos. Animais da raca Landrace sdo mais susceptiveis as lesGes quando
comparados as racas Large White e Duroc (OPRIESSING et al., 2006A) e Pietrain
(OPRIESSING et al., 2009). Consequentemente, esta susceptibilidade também é observada
nos cruzamentos entre racas (LOPEZ-SORIA et al., 2004).

A imunidade passiva, geralmente confere protecdo contra infecgdes virais em leitdes
recém-nascidos. Os niveis de Anticorpos maternos sdo muito importantes na determinacao da
resposta imunoldgica dos leitdes, de maneira que quanto maior a transferéncia de anticorpos
maior sera a protecdo do leitdo (MCKEOWN et al., 2005). A capacidade do CVS -2 em
cruzar a barreira transplacentaria ap6s a inoculacdo intranasal e oronasal durante a gestacao e
causar a infeccdo fetal foi comprovada pela deteccdo de anticorpos anti CVS-2 e a presenca
de DNA viral em amostras soro de leitdes colhidas antes da ingestdo de colostro (MADSON
et al., 2009). O mesmo estudo demonstrou que fetos imunocompetentes (> 70 dias de
gestacdo) sdo capazes de limpar a infeccdo antes do parto e ndo apresentarem lesdes ou
anticorpos para CVS-2. Ainda em relagdo ao grau e severidade de lesdes, outros estudos
demonstram que a imunoestimulacdo promovida pelo uso de vacinas com adjuvantes
(ALLAN et al.,, 2000b; OPRIESSNIG etal., 2003) podem aumentar a gravidade das
manifestacdes clinicas e das lesdes. Neste estudo todas as granjas ndo vacinavam porcas e ou
leitdes para a circovirose.

Como descritos pela literatura muitos séo os aspectos e fatores que podem interferir na
manifestacdo clinica e na severidade das lesdes provocadas pelo CVS-2. No Brasil ha uma
escassez na literatura e ainda ha muito a pesquisar sobre diferencas genotipicas entre as
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amostras de CVS-2 isoladas de suinos a campo e suas correlagdes com aspectos clinicos,

patoldgicos e epidemiolégicos.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a ampla distribuicdo e a circulagdo do CVS-2 nas fases do
ciclo de producédo e em diferentes granjas comerciais de suinos. A eficacia do teste de ELISA
para a detecgédo de anticorpos anti -CVS-2 foi comprovada mostrando-se como uma excelente
opcao para o controle e o diagndstico da circovirose suina em granjas onde a SRM esta

presente ou ausente.
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