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RESUMO

A técnica de imunoperoxidase em monocamada de células (IPMC) para demonstragdo de anticorpos
contra o circovirus suino tipo 2 (CVS2) foi empregada para a investigagdo sorologica em oito granjas de
suinos destinadas a producdo comercial. Das 240 amostras de soros testadas, 229 (95,4%) foram
reagentes com titulos que variaram de 20 até 10.240. Titulos de anticorpos foram detectados nas faixas
etarias de duas a trés semanas até animais acima de 24 semanas e encontrados em granjas com e sem a
sindrome multissistémica do definhamento (SMD). A média dos titulos de anticorpos revelou diferengas
estatisticas (P<0,05) nas faixas etarias de 11 a 13 e 14 a 22 semanas nos animais oriundos de granjas com
e sem a SMD. Os resultados refletem a importincia de conhecer o perfil sorologico do rebanho e
assegurar a implanta¢ao de um efetivo cronograma de vacinagao contra o CVS2.
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ABSTRACT

The immunoperoxidase in monolayer cells (IPMC) technique for the demonstration of antibodies against
type 2 porcine circovirus (PCV2) was used for the serological investigation in eight industrial swine
farms. Out of the 240 tested sera, 229 (95,4%) were reactive with titers which varied from 20 up to
10.240. Titers of antibodies were detected in pigs from two to three weeks of age up to above 24 weeks of
age, and were observed in farms with and without clinical signs indicative of the post-weaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS). Analysing the mean titers, statistical differences (P<0.05) were
evidentiated in two age intervals, of 11 to 13 and 14 to 22 weeks of age. The results indicate the
importance of determining the serological profiles of commercial swine herds, in order to enable the
implantation of effective hygiene and vaccination protocols for PCV2 prevention.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve grande
desenvolvimento no sistema de produgdo de
suinos, principalmente quanto a genética,
nutricdo, manejo e sanidade. Os animais
passaram a ser criados de forma cada vez mais
intensiva, os rebanhos ficaram maiores e,
conseqiientemente, com maior predisposi¢do as
doencgas, dentre elas, a sindrome multissistémica
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do definhamento (SMD), associada ao circovirus
suino tipo 2 (CVS2).

A SMD acomete suideos, principalmente de seis
a 12 semanas de vida, ¢ os sinais clinicos mais
comuns incluem emagrecimento progressivo,
distirbios respiratérios e diarréia. As lesoes
macroscopicas sdo variaveis, sendo mais
freqiientes a linfoadenopatia regional ou
generalizada e a pneumonia intersticial. As
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lesdes  histopatologicas, especialmente em
tecidos  linfoéides, sdo representadas por
diminuicdo do nimero de linfocitos, seguida de
proliferacdo de histidcitos, formacdo de células
gigantes multinucleadas e, ocasionalmente,
presenca de  corpusculos de inclusdo
intracitoplasmaticos (Segalés et al., 2005).

O CVS2 é um virus pequeno, possui genoma
DNA circular, ndo envelopado, estdvel ao meio
ambiente e resistente a maioria dos desinfetantes
comuns. Trata-se de um integrante da familia
Circoviridae, que atualmente ¢ composta por
dois géneros: Circovirus e Girovirus, que
incluem respectivamente o CVS2 e o virus da
anemia das galinhas (Tischer et al., 1982; Todd,
2000; Royer, 2001).

Os prejuizos decorrentes da sindrome nos
plantéis afetados sao substanciais para a inddstria
suinicola. Entre eles, os elevados indices de
morbidade, os gastos com antibioticos, o declinio
das taxas de crescimento ¢ a queda na conversao
alimentar, que elevam os nimeros de animais
debilitados e / ou refugos (Segalés et al., 2005;
Morés et al., 2007).

Dados sorologicos indicam que a infec¢do pelo
CVS2 pode estar amplamente distribuida entre a
populagdo suina mundial. Em diversos paises
europeus, indices proximos de 100% dos
rebanhos sdo reagentes por sorologia, indicando
que a infeccdo pelo CVS2 ¢ disseminada e que
pode ocorrer em rebanhos afetados e ndo
afetados pela SMD (Larochelle et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi investigar o perfil
sorolégico para o CVS2 em diferentes granjas
destinadas & producdo comercial de suinos.

MATERIAL E METODOS

Entre outubro de 2003 a julho de 2004, foram
estudadas oito granjas suinicolas, sendo quatro
localizadas no estado de Minas Gerais (MQG), trés
em Santa Catarina (SC) e uma no Rio Grande do
Sul (RS). Os critérios adotados para a inclusdo
do rebanho no estudo foram os seguintes: a
permissdo e o apoio do proprietario / veterinario /
técnico para a realizacdo da coleta do material; o
rebanho ser constituido no minimo de 300
matrizes com ciclo completo de producdo de
suinos destinados ao abate; ser classificado de
suspeito e ndo suspeito da ocorréncia da SMD,
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com base no histérico clinico e patologico do
plantel (Tab.1).

Foram colhidas 240 amostras de sangue de
suinos das oito granjas, identificadas de I a VIII,
sendo 30 amostras de cada granja e cinco em
cada fase de produgdo, definidas por idades
expressas em semanas: duas a trés; quatro a seis;
sete a 10; 11 a 13; 14 a 22 e > 24 semanas.

Os soros foram analisados pela técnica de
imunoperoxidase em monocamada de célula
(IPMC), desenvolvida no Laboratorio Nacional
Agropecudrio/Minas Gerais do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(LANAGRO/MG-MAPA) (Balasch et al., 1999;
Rodriguez-Arrioja et al., 2003). As microplacas
impregnadas com antigeno viral, mantidas a -20°C,
foram descongeladas a temperatura ambiente,
lavadas trés vezes com 0,15M de solucdo salina
tamponada, pH 7,4 contendo 0,05% de Tween 20
(PBS-Tw20) e secas. Os soros a serem testados
foram diluidos a partir de 1:20 até 1:10.240 e
adicionados, em duplicata, 70pul as cavidades
correspondentes nas microplacas e incubadas a
37°C por 60min. Apos trés lavagens com PBS-
Tw20, foram adicionados 100ul de anticorpo
secundario anti-IgG de suino, conjugado a enzima
peroxidase, na dilui¢do de 1:2.000 em toda a
microplaca e procedida a incubagdo, lavagem e
secagem, como descrito anteriormente. A seguir foi
adicionada a solucio de substrato AEC', diluida em
tampdo acetato de sodio a 0,05M e mantida por
10min.a temperatura ambiente. Apos esse periodo,
a reagdo enzimatica foi interrompida por adigdo em
toda a microplaca de acetato de sodio a 0,05M. A
leitura foi realizada em microscopio de luz
invertida com o aumento de 100x. Para
interpretagdo, os resultados sorologicos foram
classificados como reagentes e ndo reagentes. Os
reagentes foram agrupados de acordo com o titulo:
baixo, de 20 a 160; médio, 320 até 2560 e alto, > de
5120.

A técnica de imunoistoquimica (IHQ) foi
realizada como descrita previamente por
Chianini et al., 2001 e Faccini et al., 2005.

A andlise de varidncia foi realizada a partir da
média geométrica dos titulos de anticorpos apos a
transformagao logaritmica [log2(Tit+1)]. As médias
foram comparadas pelo teste Duncan considerando-
se P<0,05 como significativo (Sampaio, 1998).

' Aminoetil carbazol - Sigma Chemical, St. Louis, EUA.
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Tabela 1. Identificacdo e informagdes das oito granjas estudadas ¢ dos animais necropsiados

Numero Indice Indice
Granja Estado de de de
matrizes  refugagem mortalidade

Necropsia Resultado
Sinais clinicos idade da
(dias) THQ

1 e 306 2% 1,5% a 2%
I
e 550 10a15% >2,5%
(O MG 470 2a5% <1%
v MG 4000 >10% >2,5%
BV MG 340 2a5% <1%
VI e 1250 >10% >2,5%
(1) VII
RS 2200 10a15% >2,5%
@) Vil MG 400 2a5% <1%

Diarréia na creche
Disturbios respiratorios

NR/78 Neg.

Disturbios respiratorios R/55 +
Linfoadenopatia R/90 +
generalizada

Diarréia na creche/recria

Disturbios respiratorios
Diarréia na creche

NR/68 Neg.
Disturbios respiratorios R/70 +
Diarréia na terminagao (2) NR/50 Neg.
Disturbios respiratorios

Disturbios respiratorios

Diarréia na recria R/60
Alteragdes reprodutivas NR/65 +
Necrose de orelha Neg.

Disturbios respiratorios

Diarréia na creche R/63 +
Diarréia / creche

Disturbios respiratorios / - -
creche

Alteragdes reprodutivas

IQR: imunoistoquimica; R: animal refugo; NR: animal ndo refugo.

t : Animal encontrado morto;

(1): casos esporadicos de epidermite exsudativa; (2): animal encontrado morto; (3): necropsia ndo realizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro estudo dos perfis soroldgicos
para 0 CVS2 em rebanhos de suinos realizado no
Brasil. Das 240 amostras de soros testadas, 229
(95,4%) foram reagentes com titulos que
variaram de 20 até 10.240. Titulos de anticorpos
foram detectados nas faixas etarias de duas a trés
semanas até animais acima de 24 semanas de
idade e encontrados em todas as granjas
estudadas com e sem a SMD. Os resultados
soroldgicos estao detalhados na Fig.1.

Observa-se a tendéncia de declinio dos titulos de
anticorpos até niveis mais baixos entre sete a 10
e 11 a 13 semanas de idade e aumento linear, em
todas as granjas, com titulos altos nas faixas
etarias de 14 a 22 ¢ acima de 24 semanas. O
aumento dos titulos de anticorpos, nas granjas II
e V, iniciou-se precocemente ¢ foi detectado a
partir de sete a 10 semanas. Nas granjas IV e VI,
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os titulos de anticorpos foram detectados nas
faixas etarias de 11 a 13 semanas e 14 a 22
semanas nas granjas [, III, VII e VIIL

A diferenciagdo na velocidade da queda dos
anticorpos, provavelmente de origem materna,
seguida por uma soroconversdo ativa pode estar
relacionada a multiplas exposigdes ao virus
durante o ciclo de produgdo que, por sua vez,
estariam associadas as falhas de biosseguridade e
qualidade de manejo adotadas pelas granjas. Os
perfis sorologicos encontrados sugerem que a
exposi¢do ao CVS2 resulta em infec¢do dos
animais susceptiveis pela queda dos anticorpos
passivos, entre quatro a seis ¢ 11 a 13 semanas
de idade com a presenga do animal refugo, que ¢é
a principal manifestacdo clinica da doenga,
seguida pelo reaparecimento dos titulos de
anticorpos, a partir de 14 semanas de idade. Os
resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Tischer et al. (1986); Allan (1996).
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Figura 1. Perfil sorologico obtido nas diferentes faixas etarias do ciclo de produgéo, nas oito granjas de
suinos com e sem a SMD. Representacdo das médias geométricas dos titulos de anticorpos apos a

transformagao logaritmica [log2(Tit+ 1)].

Os animais necropsiados nas granjas I, II, III, TV,
VI e VII apresentaram titulos de anticorpos para
0 CVS2 que variavam de baixo a alto. Os titulos
baixos relacionaram-se a auséncia ou fraca
marcagdo do antigeno viral pesquisado pela
técnica de THQ, enquanto os titulos médios a
altos forneceram amostras de tecidos com grande
marcagdo do antigeno viral demonstrado pela
técnica de ITHQ. Infere-se que os valores de
titulos de anticorpos médios a altos para o CVS2
podem coexistir com a presenga dos sinais
clinicos caracteristicos da sindrome e a presenga
do antigeno viral nos tecidos. Estes resultados
sdo similares aos encontrados por McNeilly et al.
(1999) e Rodriguez-Arrioja et al. (2003), que
correlacionaram altos titulos de anticorpos para o
CVS2 com grande quantidade de antigeno viral
nas  lesdes  histopatoldgicas, alteragdes
macroscopicas e sinais clinicos sugestivos da
SMD.

A determinag@o da ocorréncia da SMD em uma
granja ¢ tarefa dificil, devido as participacdes de
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coinfecgdes que agravam a doenga ou modificam
os sinais clinicos, mascarando o diagndstico
diferencial. Recomenda-se conjugar pelo menos
trés fatores: historico clinico do plantel, presenga
de achados de necropsia e demonstracdo do
antigeno viral dentro das lesdes histopatologicas
(Segalés et al., 2005; Fernandes et al., 2006).

Na Tab. 1, observa-se que as granjas II, IV, VI e
VII reuniam evidéncias de ocorréncia da
sindrome, tais como, altos indices de refugagem
(>10%) e de mortalidade (>2,5%) e diagndstico
positivo no teste de IHQ em animais
necropsiados, associados a presenga de outros
sinais clinicos compativeis com a SMD (grupo
de granjas com SMD). As granjas [, III, V e VIII
nio apresentaram o somatorio de trés fatores
compativeis com a presenga de SMD (grupo de
granjas sem SMD). As médias dos titulos de
anticorpos das granjas dos dois grupos, com e
sem SMD, estdo apresentadas na Fig. 2.
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Figura 2. Médias dos titulos de anticorpos nas granjas com e sem da sindrome multissistémica do definhamento.

Nas granjas com a SMD, houve elevacdo dos
titulos de anticorpos em torno da 11* semana,
sugerindo uma infeccdo precoce, enquanto nas
granjas sem a sindrome a elevacdo dos titulos
ocorreu a partir da 14" semana. Este fato é
sustentado por Ladekjer et al. (2003) ao
verificaram que, em granjas com a SMD, a
soroconversdo ocorreu mais cedo quando
comparadas com  granjas sem  sinais
caracteristicos da sindrome. A infeccdo pelo
CVS2 pode estar disseminada em suinos criados
intensivamente sem a ocorréncia da forma clinica
da SMD (Quintana et al., 2001; Labarque et al.,
2001; Rose et al., 2002; Harding, 2004).

Foi verificado que a média de titulos de
anticorpos dos animais oriundos de granjas com
a SMD e sem a SMD, apresentou diferencas
estatisticas (P<0,05) nas faixas etarias de 11 a 13
e 14 a 22 semanas de idade (Fig. 2). Os
resultados obtidos divergem dos estudos de
Larochelle et al. (2003), que compararam sete
granjas com e sem sinais clinicos da SMD e
concluiram que os titulos de anticorpos foram
similares em todos os rebanhos analisados.

Nas granjas estudadas, a infec¢do viral ocorreu
endemicamente e o contato dos animais com o
virus, que possui alta resisténcia ao meio
ambiente, pode ter ocorrido desde o nascimento,
pois o virus circulava em todas as faixas etarias.
Os resultados obtidos refletem bem a
variabilidade da circulagdo do virus nas granjas
estudadas, o que reforga a necessidade de se
conhecer o perfil sorolégico da granja e ndo
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apenas diagnosticos individuais. Soma-se ao fato
que o conhecimento do perfil soroldgico dos
animais assegura um efetivo cronograma de
vacina¢do contra o CVS2, considerando que a
queda de anticorpos passivos pode variar entre 0s
animais ¢ em diferentes granjas. Ressalta-se,
ainda, que a analise sorolégica aplicada
isoladamente ndo ¢ suficiente para a detecgdo da
SMD no rebanho.
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