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RESUMO

Avaliou-se a patogenicidade do circovirus suino tipo 2 (PCV2) isolado no estado de Santa Catarina
mediante coinfec¢do experimental com parvovirus suino (PPV). Foram utilizados 24 leitdes specific
pathogen free (SPF) com cinco dias de idade, distribuidos em quatro grupos (G), alojados em salas
independentes e inoculados por via intranasal: G1 — controle (n=4); G2 - inoculados com PCV2 (n=7); G3
- inoculados com PPV (n=6); G4 - inoculados com PCV2 e PPV (n=7). Os animais foram monitorados
diariamente para avaliagdo clinica e necropsiados 48 dias apds a infeccdo. As principais lesdes
anatomopatologicas observadas nos suinos do G2 e G4 foram: aumento do volume dos linfonodos,
deplecio linfocitaria com redugdo dos foliculos linféides nos o6rgdos linfocitarios e presenca de infiltrado
eosinofilico nos linfonodos. A técnica de nested-PCR para PCV2 foi utilizada detectando DNA viral em
orgdos de todos os animais do G2 e G4. O PCV2 infectou suinos SPF por via intranasal e foi detectado
em outros 6rgdos, com mais lesdes histopatologicas e em maior propor¢do nos animais coinfectados com
PPV (G4), quando comparados aos infectados somente com PCV2 (G2).

Palavras-chave: suino, circovirus suino tipo 2, parvovirus suino, sindrome multisist€émica do
definhamento dos suinos

ABSTRACT

The virulence of porcine circovirus type 2 (PCV2) isolated in Santa Catarina State by coinfection with
porcine parvovirus (PPV) was investigated. Twenty-four, 5-day-old SPF pigs were distributed into four
groups, housed in separate rooms and inoculated by intranasal route: Gl - control (n=4); G2 -
inoculated with PCV2 (n=7); G3 - inoculated with PPV (n=6); G4 - inoculated with PCV2 and PPV
(n=7). The animals were monitored daily for clinical evaluation and were necropsied 48 days after the
infection. The pathological lesions seen in G2 and G4 pigs were: enlargement of lymph nodes, mild to
moderate lymphoid cell depletion, affecting lymphoid follicles in Iymphoid organs and presence of
infiltration by eosinophils in lymph nodes. PCV2 DNA was detected by a nested-PCR in all pigs of G2
and G4. These findings confirmed that pigs were successfully infected intranasally with PCV2. The
presence of PCV2 DNA in tissue samples and the pathological lesions were more evident in pigs infected
with both PCV2 and PPV than in pigs infected with PCV2 alone.
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INTRODUCAO

O circovirus suino (PCV) foi descoberto em
1974 como contaminante de linhagens continuas
de células renais de suinos (PK15) (Tischer et al.,
1974). Estudos subseqiientes demonstraram, pela
caracterizagdo de seus acidos nucléicos, que
estes virus possuiam um filamento unico de
DNA, circular e fechado covalentemente. Por ser
0 primeiro virus animal a apresentar genoma
circular de DNA, o nome de circovirus suino foi
proposto, passando a fazer parte da familia
Circoviridae (Tischer et al., 1982). Até o
momento ja foram identificados dois tipos de
PCV: o circovirus suino tipo 1 (PCV1),
contaminante de células PK15 e apatogénico
para suinos e o circovirus suino tipo 2 (PCV2)
associado a sindrome multisistémica do
definhamento dos suinos (SMD). Os circovirus
suinos sdo virus pequenos, com 17nm de
diametro, icosaédricos, ndo-envelopados e
possuem um dos menores genomas entre os virus
que infectam vertebrados, com aproximadamente
1.760 nucleotideos (Todd, 2000).

A SMD ¢ uma doenga emergente causada pelo
PCV2 e esta associada com importantes taxas de
mortalidade de suinos nas fases de creche e
engorda (Allan et al., 1998). A enfermidade foi
reconhecida pela primeira vez no Canadda em
1991 e, desde entdo, tem sido descrita em varios
paises, sendo considerada, atualmente, como
uma doenca de distribui¢do mundial (Clark,
1997; Allan e Ellis, 2000). Clinicamente, ¢
caracterizada por emagrecimento progressivo,
dispnéia, anemia, aumento do volume dos
linfonodos superficiais inguinais, pneumonia,
diarréia, ictericia e morte (Clark, 1997; Rosell et
al., 1999). As lesdes histopatoldgicas atribuidas a
SMD sao observadas em diversos orgdos, mas
predominantemente em orgdos linféides. Essas
lesdes consistem em deplegdo linfocitaria com
infiltracdo no tecido linféide de células gigantes
multinucleadas e histiocitos que podem
apresentar corpusculos de inclusdo viral
localizados no citoplasma dessas células.
Também se observam lesdes com ocorréncia e
freqiiéncia variavel no figado, rins e pulmoes dos
animais infectados (Ellis et al., 1998; Rosell et
al., 1999).

No Brasil, o PCV2 associado a SMD foi
diagnosticado em 2000 (Zanella e Mores, 2000),
mas ainda ndo se conhece sua prevaléncia no

pais. Também ndo se conhecem as caracteristicas
patogénicas das amostras de PCV2 isoladas no
Brasil, mas sabe-se que a coinfeccdo desse virus
com outros patdgenos, como o parvovirus suino
(PPV), pode ser importante fator na patogénese
da SMD (Allan et al., 1999; Kim et al., 2003). O
objetivo  deste trabalho foi avaliar a
patogenicidade do PCV2 isolado no Brasil em
leitdes SPF  (Specific =~ Pathogen  Free),
experimentalmente  coinfectados com PPV
através de critérios clinicos, anatomopatologicos
e virologicos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 24 leitdes SPF, mesticos (racas
Landrace e Large White) com cinco dias de
idade no inicio do experimento (Dg), pesos entre
1,4 e 3,1kg e provenientes de trés leitegadas
diferentes. Os animais foram identificados e
alojados em salas de isolamento. Foi realizada
colheita de sangue (2ml/leitdo) e administrado
antibiético a base de cloridrato de ceftiofur' na
concentrag¢do de 3mg/kg de peso vivo, repetindo-
se o tratamento em intervalo de 24 horas durante
dois dias.

O indéculo de PCV2 foi produzido a partir de
células de testiculo suino (ST) livres de PCV1,
inoculadas com suspensdo de orgdos (linfonodos,
pulmdes e tonsilas) de um suino com SMD
proveniente de um rebanho localizado no Estado
de Santa Catarina (amostra pertencente a
Embrapa Suinos e Aves). Para aumentar o titulo
viral no inoculo, as células primariamente
inoculadas foram subcultivadas a cada 24 horas,
totalizando 14 passagens. Ao final da 14°
passagem, as culturas foram congeladas e
descongeladas trés vezes, e a suspensdao
resultante deste processo foi estocada a —80°C. O
titulo foi calculado em 10° TCIDsy/ml (fissue
culture fifty percent infectious dose). Aliquotas
da suspensdo foram testadas por nested-PCR
(reagdo em cadeia da polimerase) e analise com
enzimas de restricdo (Hamel et al., 2000) para
confirmar a presenca de PCV2 no iné6culo e pela
reagdo de hemaglutinagdo (HA) para excluir a
presenca de contaminagdo cruzada com
patdgenos hemaglutinantes.

"Excenel ® RTU, Pfizer Inc., USA.
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Para produgdo de inéculo de PPV, foram
utilizadas células de rins de suino (SK6)
inoculadas com 2,5ml de amostra pura do virus
cedida pelo Laboratério de Virologia do Centro
de Diagnostico em Saude Animal
(CEDISA/Concoérdia, SC). As células foram
passadas uma vez e incubadas a 37°C por cinco
dias. Apos o periodo de incubagdo, as culturas
foram congeladas e descongeladas trés vezes, a
suspensdo resultante foi centrifugada a 500x g
por 10 minutos, desprezado o pellet ¢ o
sobrenadante estocado a —80°C. O titulo foi
calculado em 10° TCIDsy/ml (fissue culture fifty
percent infectious dose).

As suspensdes contendo PCV2 e PPV foram
tratadas com cloroformio (50ul/ml), incubadas a
temperatura ambiente por 10  minutos,
centrifugadas a 500x g por cinco minutos, ¢ a
fase superior foi descartada (Allan et al., 1999).

Os animais, de ambos os sexos, foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
distintos ¢ alojados separadamente em salas de
isolamento. O grupo 1 (Gl) foi formado por
quatro suinos controle inoculados com suspensdo
de células ST nao-infectadas. O grupo 2 (G2) foi
constituido por sete leitdes inoculados com
PCV2, o grupo 3 (G3) com seis animais
inoculados com PPV e o grupo 4 (G4) formado
por sete suinos inoculados com PCV2 e PPV.
Todos os animais foram inoculados aos seis dias
de idade (D;) com 0,5ml de inéculo por via
intranasal. Durante todo o periodo experimental,
os animais foram monitorados diariamente para
avaliagdo do estado clinico geral e observagdo de
sinais clinicos compativeis com a SMD.

Os animais foram necropsiados com 53 dias de
idade (Dgg), sendo realizados colheita de 50ml de
sangue/suino, exame macroscopico das carcagas
e colheita dos seguintes Orgdos para exame
histopatologico e  virologico:  linfonodos
parotidianos, mesentéricos e inguinais, tonsilas,
timo, traquéia, coracdo, pulmdes, figado,
pancreas, bago, rins ¢ testiculos.

Para o exame histopatolégico, fragmentos dos
orgdos foram fixados em formalina a 10%,
tamponada a pH 7,0 e incluidos em parafina
histologica. As amostras foram seccionadas em
cortes de 4um e coradas por hematoxilina e
eosina (Luna, 1968).
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A detecgdo de PCV2 nos 6rgdos dos suinos foi
realizada por meio da técnica de nested-PCR
descrita por Kim et al. (2001). Fragmentos dos
orgios coletados a necropsia, previamente
estocados a —80°C, pesando aproximadamente
um grama, foram submetidos a digestdo a 56°C
por quatro horas em tampdo de lise (200mM
NaCl, 100 mM Trizma Base pH 7,5, 20mM
EDTA 0,5M pH 8,0 e 1% SDS) e 20ug/ml de
proteinase K*>. O DNA foi extraido com fenol:
cloroformio:  alcool isoamilico  (25:24:1),
precipitado com etanol absoluto (dois volumes) e
10M de acetato de s6dio, mantido por 20 horas a
-20°C. O DNA foi lavado em 75% de etanol que
foi centrifugado a 5000x g por cinco minutos,
retirado o sobrenadante e o pellet ressuspenso em
100ul de tampao TE (10mM Trizma Base pH 7,5
e lmM EDTA 0,5M pH 8,0) (Sambrook et al.,
1989).

Os primers utilizados para a realizagdo da
técnica de PCR foram designados por serem
especificos para PCV2, contendo uma seqiiéncia
de nucleotideos para a regido da ORF2 (open
reading frame 2) que codifica proteinas para
formagdo do capsideo viral. Foram realizadas
duas reagdes: uma PCR externa (outer-PCR) e
outra interna (nested-PCR) como descrita por
Kim et al. (2001). Como controle positivo, foi
utilizada a amostra de PCV2 utilizada na
inoculagio dos animais. Agua ultrapura estéril
foi utilizada como controle negativo das reacdes.
Apo6s a amplificagdo por nested-PCR, os
produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

As amostras de sangue de todos os animais,
colhidas antes das inoculagdes e no momento da
necropsia, foram centrifugadas por 500x g
durante 10 minutos, sendo o soro estocado a
—80°C. Aliquotas destes soros foram testadas por
meio da reacdo de inibi¢do da hemaglutinagio
(HI) para avaliar a soroconversao contra PPV.

RESULTADOS

Na avaliagdo clinica, dois animais do grupo 4
(G4) apresentaram inapeténcia e incoordenacao
motora no 10° dia apds inoculagdo. No 28° dia,
foram observadas, em dois animais do G4 e em
um do G2, lesdes multifocais na pele,

2Sigma Chemical Co., St. louis, USA.
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circunscritas, levemente elevadas, vermelho-
escuras e distribuidas sobre os membros
posteriores e a regido inguinal. Essas lesdes de
pele evoluiram para cicatrizagdo apds 10 dias.
Entre o 30° e 0 33° dia, observou-se diarréia em
todos os suinos do G2. Os animais do G1 e do
G3 nao manifestaram sinais clinicos evidentes.

Durante a necropsia, o aumento do volume de
linfonodos inguinais superficiais e mesentéricos
foi observado em trés dos sete suinos do G2
(42,8%) e em seis dos sete animais do G4
(85,7%). Dois animais do G2 e do G4 (28,6%)
apresentaram redugdo do volume do timo e um
animal do G4 apresentou auséncia de
colabamento pulmonar (14,3%) com pequenas
areas de consolidacdo pulmonar localizadas na
regido cranioventral. Os animais do G1 e G3 néo
apresentaram alteragdes macroscopicas.

O exame histopatologico dos fragmentos de
orgdos dos suinos revelou alteragdes restritas aos
orgdos linfoides, com excecdo de dois animais do
G4 (28,6%) que apresentaram aumento de
celularidade da parede alveolar, mas com
auséncia de infiltrado inflamatoério; 57,1% dos
animais do G2 apresentaram discreta deplecao
linfocitaria com redu¢do dos foliculos linféides
nos linfonodos (Fig. 1B). No G4, essa lesdo foi
observada em grau moderado nos linfonodos de
todos os animais (100%), nas tonsilas (14,3%),
timo e bago (28,6%). Nos linfonodos de todos os
animais que apresentaram deplec¢do linfocitaria e
reducdo de foliculos linféides, foi observada
presenga de infiltrado  polimorfonuclear,
predominantemente do tipo eosinofilico, difuso
em todo o parénquima e mais intensamente nas
trabéculas (Fig. 1C), além de alguns neutréfilos e
mastocitos. Um animal do G4 (14,3%)
apresentou areas de necrose de coagulagdo no
parénquima dos linfonodos (Fig. 1D). Os animais
do Gl e G3 ndo apresentaram alteragdes
histopatologicas (Fig. 1A).

O DNA de PCV2 nos orgdos dos suinos
inoculados foi detectado pela técnica de nested-
PCR, que amplificou um produto de 225pb (Fig.
2). Todos os animais dos grupos G2 e G4
resultaram positivos para PCV2, encontrando-se
o DNA wviral em linfonodos parotidianos,
inguinais e mesentéricos; em tonsilas, timo,
bago, coracdo, traquéia, rins, figado, pulmdes e
testiculos (Tab. 1). O PCV2 néo foi detectado em
nenhum animal do Gl e G3. As Tab. 2 ¢ 3
apresentam os resultados individualizados dos
exames anatomopatologicos, histopatologicos e
virologicos dos suinos pertencentes ao G2
e ao G4.

Tabela 1. Resultado da aplicagdo da prova de
nested-PCR em Orgdos de animais inoculados
com circovirus suino 2 (PVC2; G2) ¢ inoculados
com PVC2 e parvovirus (PPV; G4)

G2 G4
Orgdo Ne° de o N° de o
positivos positivos ¢

Linfonodo parotidiano 0 0 3 42,9
Linfonodo inguinal 2 28,6 4 57,1
Linfonodo mesentérico 2 28,6 5 71,4
Tonsilas 0 0 2 28,6
Timo 2 28,6 2 28,6
Bago 0 0 2 28,6
Coragao 1 14,3 5 71,4
Traquéia 4 57,1 5 71,4
Rins 1 14,3 3 42,9
Figado 0 0 1 14,3
Pulmoes 1 14,3 4 57,1
Testiculos 0 0 5% 83,3*

* Valor obtido dos seis suinos machos do G4.

A soroconversdo contra PPV foi observada pela
reagdo de inibicdo da hemaglutinagdo (HI),
realizada a partir do soro colhido dos animais no
inicio e no final do experimento, obtendo-se
titulos entre 1:256 e 1:1024 para animais do G3 e
G4 e titulos negativos para animais do G1 e G2.
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Figura 1. Linfonodos de suinos. A) Linfonodo normal com presenca de foliculos linfoides (seta), HE 32X. B) Deplecao
linfocitaria e redugao de foliculos linfoides (seta), HE 32x. C) Infiltrado polimorfonuclear (seta) difuso no parénquima,
HE 1000x. D) Reducéo severa de foliculo linfoide (seta) e necrose de coagulacdo (seta tracejada), HE 125x.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1000

200

Figura 2. Detec¢do de DNA de circovirus suino tipo 2 (PCV2) por nested-PCR de fragmentos de 6rgdos do animal 3F
do G4. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. (1) Marcador de peso molecular de 100pb; (2) linfonodo inguinal; (3)
linfonodo mesentérico; (8) coragdo; (9) traquéia; (10) rins; (14) controle negativo outer-PCR; (15) controle negativo
nested-PCR; (16) controle positivo PCV2.
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Tabela 2. Resultados individuais dos exames anatomopatoldgico, histopatologico e virologico dos tecidos
e orgdos coletados de suinos inoculados com circovirus suino tipo 2 (PVC2)

1F 2F 3F

4AM SF 6F ™

Orgdo N HV N H V

N H V

N HV N HV N HV NHYV

Linfonodo

parotidiano

Linfonodo

inguinal

Linfonodo

mesentérico

Tonsilas

Timo +  +
Bago

Coragdo

Traquéia + +

Rins

Figado

Pulmdes +
Testiculos

+

+ o+ o+ +

+

N = necropsia, lesdes macroscopicas; H = exame histopatoldgico, lesdes microscopicas; V = exame virologico, deteccdo de DNA de

PCV2 por nested-PCR; F = fémea; M = macho.
+ = resultado positivo.

Tabela 3. Resultados individualizados dos exames anatomopatoldgico, histopatologico e virologico dos
tecidos e 6rgdos coletados de suinos inoculados com circovirus suino tipo 2 (PVC2) e parvovirus (PPV)

Grgfio IM 2M 3F 4AM SM 6M ™
N H V N H V N H V N H V N H V N HV NHYV

meo_ngdo + o+ +  + + + + +

parotidiano

Linfonodo + 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ 4 + o+ + o+ 4

inguinal

meon(?d.o + + + 4+ o+ + + 4+ + + 4+ + + + + 4+

mesentérico

Tonsilas + + +

Timo + 4+ o+ + o+ o+

Bago + + +  + +

Coragdo + + + + +

Traquéia + + + + +

Rins + + +

Figado +

Pulmoes + + o+ +  + + +

Testiculos + + + + +

N = necropsia, lesdes macroscopicas; H = exame histopatolégico, lesdes microscopicas; V = exame virologico, deteccdo de DNA de

PCV2 por nested-PCR; F = fémea; M = macho.
+ = resultado positivo.

DISCUSSAO

O trabalho demonstrou que leitdes SPF com seis
dias de idade foram infectados por via intranasal
com PCV2 associado ou ndo com PPV. Foram
observadas lesdes multifocais na pele de dois
animais do G2 e um do G4, 28 dias apos
inoculagdo, que evoluiram para cicatrizagdo.
Essa alteracao nao foi observada em estudos que
utilizaram leitdes infectados experimentalmente

somente com PCV2 ou em associagdo com o
PPV (Allan et al., 1999; Ellis et al., 1999;
Balasch et al., 1999; Krakowka et al., 2000).
Lesdes multifocais na pele de suinos tém sido
observadas em animais acometidos pela
sindrome da dermatite e nefropatia suina
(SDNS), doenga também associada ao PCV2. As
lesdes foram multifocais, circulares, vermelho-
escuras, que se distribuiram sobre os membros
posteriores, regido ventral do abdomen e torax.
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Em curso grave dessa enfermidade, a maioria dos
suinos acometidos morre nos trés primeiros dias
apos o inicio dos sinais por falha renal aguda. Na
forma mais leve, os animais podem apresentar
lesoes de pele que regridem até cicatriza¢do, sem
necessidade de tratamento (Rosell et al., 2000).

Todos os suinos inoculados com PCV2 foram
infectados, resultado confirmado na prova de
nested-PCR. Como em outros trabalhos de
inoculagdo experimental, suinos inoculados
apenas com este virus foram infectados, mas ndo
desenvolveram sinais clinicos graves da SMD
(Balasch et al., 1999; Ellis et al., 1999).
Entretanto, outros autores demonstraram a
reproducdo da SMD em suinos inoculados com
PCV2 apenas (Allan et al., 1999). Essas
diferencas podem estar relacionadas com
utiliza¢do de diferentes amostras de PCV2, tipo
de indculo (suspensdo de 6rgdos ou virus isolado
de cultura de células), via de inoculagdo, dose
viral, nimero de passagens de virus na cultura
celular, tipo de suino (convencionais,
gnobidticos, que ndo mamaram colostro) e idade
dos animais inoculados (Balasch et al., 1999;
Ellis et al., 1999; Kennedy et al., 2000).

Os animais inoculados com PCV2 e PPV
expressaram de forma leve a doenga clinica e
lesdes microscopicas de grau leve a moderado,
apesar de todos os suinos terem sido infectados
pelo PCV2. Em todos os estudos em que se
observaram sinais clinicos e lesdes severas
compativeis com a SMD, pela infecgdo
experimental por PCV2 e PPV, foram utilizados
leitdes gnobidticos que ndo mamaram colostro
(Allan et al., 1999; Kennedy et al., 2000;
Krakowka et al., 2000; Kim et al., 2003). Neste
trabalho foram utilizados leitdes com cinco dias
de idade que mamaram colostro e, dessa forma, a
menor severidade das alteragdes verificadas pode
ser explicada pela utilizagdo de leitdes ndo
imunodeprimidos.

A diferenga entre a infecgdo induzida
experimentalmente e a infec¢do natural faz supor
que nas infec¢des naturais outros fatores podem
influenciar na manifestacdo clinica da doenga.
Madec e Waddilove (2002) associaram fatores de
risco como densidade elevada, baixa qualidade
do ar, 4gua e ragdo, mistura de lotes de idades e
procedéncias diferentes com o desenvolvimento
da infec¢do por PCV2. Neste experimento, os
animais foram mantidos em ambiente controlado
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e ndo foram submetidos a fatores que
provocassem estresse como os relacionados ao
manejo, alimentagdo ou presenga de outros
agentes patogénicos concomitantes.

Na obtengao de informagdes sobre o tropismo do
PCV2, foi utilizada uma prova de nested-PCR
especifica para PCV2 que detectou DNA viral
em diversos orgdos dos suinos do G2 e G4. Nos
animais do G2, a deteccdo de PCV2 resultou
positiva no coragdo, linfonodos inguinais e
mesentéricos, timo, traquéia, rins ¢ pulmoes, e
negativa nos linfonodos parotidianos, tonsilas,
baco, figado e testiculos. Nos do G4, foi
detectado DNA viral em todos os 6rgdos citados
e em maior propor¢ao quando comparado ao G2.

O PCV2 e o PPV sd3o virus notavelmente
dependentes da sintese de DNA da célula
hospedeira para eficiente replicagdo viral. A
hipotese de a infecgdo por PCV2 ser exacerbada
pela coinfec¢do por PPV pode ser justificada
pela caracteristica que o PCV2 possui de infectar
células linfoides e sua replicagdo ser estimulada
por agentes que promovam esse fendomeno. Kim
et al. (2003) relataram que a infecgdo de
macrofagos pelo PPV pode promover altos niveis
de replicagdo de PCV2 durante a fase pré-clinica
da infecgdo.

A deteccdo de PCV2 nos testiculos dos dois
machos do G2 resultou negativa, mas em
testiculos de cinco (83,3%) dos seis machos do
G4 foi detectado DNA viral. Estes resultados
confirmam os de Larochelle et al. (2000) e Kim
et al. (2001) que detectaram DNA de PCV2 no
sémen de suinos apds inoculagdo experimental
ou infec¢do natural. Nos dois estudos ndo foi
demonstrado em quais células do sistema
reprodutivo do macho o virus estaria presente.
Estes dados refor¢am a hipotese de que o macho
suino pode representar papel importante na
disseminag¢do do PCV2, principalmente através
de sémen infectado.

Em resumo, a manifestagdo de sinais clinicos e
lesoes associadas com a SMD ocorreram de
forma leve em leitdes SPF infectados com PCV2
e PPV. No entanto, o PCV2 foi detectado em
mais 6rgdos, com mais lesdes histopatologicas e
em maior propor¢do dos suinos coinfectados com
PPV (G4) quando comparados aos infectados
somente com PCV2 (G2), refor¢cando a hipotese
de que a infeccdo por PCV2 seja acentuada pela
coinfecgdo por PPV.
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