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Pesquisa de antigenos e anticorpos contra Circovirus Suino II em
suinos com e sem sintomatologia da sindrome multisistéemica do
definhamento em granjas comerciais mineiras

Research of antigen and antibodies against Porcine Circovirus
Type - 2 in pigs with and without postweaning multsystemic wasting
syndrome from commercial farms of Minas Gerais State

MEDICINA VETERINARIA

Clara Nilce Barbosa'; Nelson Rodrigo Martins?; Eduardo Gongalves Esteves?;
Tania Rosaria Pereira Freitas**

Resumo

Circovirus Suino Tipo-2 (CSV-2) ¢ um virus ndo-envelopado, DNA fita unica circular, classificado na
familia de Circoviridae, relacionado a Sindrome Multisistémica do Definhamento de Suinos (SMDS)
de leitdes. A técnica de Imuno-Histoquimica (IHQ) ¢ aplicada na detecgdo de antigenos do (CSV-
2) em tecido lesionados. Entretanto, suinos infectados com CSV-2 assintomaticos ou com infecgdes
subclinicas podem disseminar o virus no plantel. A pesquisa de anticorpos contra o0 CVS-2 em porcos
aparentemente saudaveis pode sugerir o risco de ingresso de virus. Neste trabalho foram investigados
antigenos e anticorpos contra CVS-2 de porcos de granjas comerciais de sete e oito mesorregioes de
Estado de Gerais de Minas (MG). 32 porcos com idades de cinco a onze semanas que apresentaram sinais
clinicos de SMDS foram necropsiados. Antigenos do CVS-2 foram investigados nos porcos sacrificados
(grupo I) e amostras de demanda de diagnostico (grupo II) pela IHQ. 7.60% e mais de 60%do primeiro
e segundo grupo, respectivamente, foram positivos para antigeno viral. Em todos, marcagdo intensa
de macrofagos e histiocitos, especialmente nos linfonodos e pulmao, evidenciou antigenos a CVS-
2. Em paralelo, 955 amostras de soros de porcos de 35 granjas comerciais de ciclo completo sem
sintomatologia clinica de SMDS foram investigadas para a deteccdo de anticorpos contra o CVS-2
aplicando a técnica de Imunoperoxidase em Monocamada de Células (IPMC). Todos os rebanhos de
suinos (100%) apresentaram animais positivos (nivel de confianga 90% a 100%) com freqiiéncia de
96,6% de porcos reagentes (nivel de confianga 94.7% a 98,6%). Os titulos de anticorpos contra o CVS-
2 variou 1:320 (médio) a 1:10.240 (alto). Os resultados sugerem que pelo menos 2,66% e 9% dos
porcos das regides Triangulo Mineiro e Zona da Mata, respectivamente, nesta amostragem poderiam
desenvolver SMDS clinica e esta porcentagem alcanca 3,35% no total dos soros.

Palavras-chave: Circovirus suino tipo-2, antigeno (IHQ), anticorpos (IPMC)

Abstract

Porcine Circovirus Type 2 (PCV-2) is a non-enveloped circular single stranded DNA virus classified in
the Circoviridae family related to post weaning multi systemic wasting syndrome (PMWS) in piglets.
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Immune-Histochemical (IHC) techniques are applied to detected PCV-2 antigen in the animal tissue
injuries. Although, asymptomatic or sub clinic PCV-2 infected pigs could disseminate the virus in the
flock. Serologic survey on apparently health pigs could suggest the virus ingression risk. In this work,
antigens and antibodies against PCVS-2 in swine from commercial farms of seven and eight mesorregions
of Minas Gerais State (MG) were investigated. 32 pigs with ages from five to eleven weeks which
presented SMDS clinical signs were submitted to necropsy. PCV-2 antigens were investigated either from
sacrificed pigs (Group I) and diagnosis demand samples (Group II) by IHC. 7,60% and more than 60% of
the first and second groups, respectively, were positive for viral antigen. In both of them, intense marking
of macrophages and histiocytes, especially in the lymph nodes and lung, evidenced antigens to CVS-2. In
parallel, Immunoperoxidase Monolayer Assay (IPMA) was applied to antibody against PCV-2 screened
in 955 pigs from 35 complete cycle commercial farms from same mesorregions. All pig flocks (100%)
presented positive animals (confidence level 90% to 100%) and the frequency of reacting pigs varied
96.6% (confidence level 94,7% to 98,6%). PCV-2 antibody titers ranged 1:320 (medium) to 1:10.240
(high). The results suggest that 2.66% and 9% of pigs from Triangulo Mineiro and Zona da Mata regions
respectively, would be able to develop clinical SMDS and that percentage reach 3.35% in the total serum.

Key words: Porcine circovirus type 2, viral Antigen (IHC), antibody (IPMA)

Introducao

O crescimento da suinocultura como atividade
econdmica impulsionou o uso de novas tecnologias
que visam uma producdo cada vez mais eficiente.
Observa-se uma tendéncia a concentracdo ¢
especializacdo com um numero cada vez menor
de produtores e o fortalecimento de um sistema de
producdo intensiva com um numero crescente de
animais por rebanho e em areas restritas. Em contra
partida, estes precursores que visam a atender a
lucratividade em um mercado internacional cada vez
mais competitivo podem agravar o estresse animal
(GAUVREAU, 2001) favorecendo a ocorréncia
de varias doengas entre elas a circovirose suina.
A circovirose ¢ uma enfermidade causada pelo
Circovirus Suino Tipo-2 (familia Circoviridae,
género Circovirus). Este virus, considerado o menor
virus com genoma DNA que infecta os animais,
uma capsideo protéico com diametro
aproximado de 20nm em formato icosaédrico, nao
possui envelope. O genoma ¢ uma fita Unica de
DNA circular ambisenso composto por 1767-68

possui

nucleotideos.

O CVS-2 ¢ associado principalmente com a
Sindrome Multissistémica do Definhamento de
Suinos (SMDS) que acomete suideos de seis a doze
semanas de vida.

Os sinais clinicos da SMDS sdo inespecificos e

para a confirmagao do envolvimento do Circovirus, ¢
necessaria a demonstracdo do acido nucléico e/ou do
antigeno viral dentro das lesdes. A técnica de Imuno-
Histoquimica (IHQ) ¢ aplicada na demonstracao
de antigenos virais tissulares in sifu por meio da
utilizagdo de anticorpos especificos e moléculas
marcadoras (GIMENO, 1995).

A rapidez na disseminac¢ao do CVS-2 no rebanho
incitou a pesquisa sobre as rotas € 0s mecanismos
de transmissdo do virus sugerindo que o contato
direto entre animais € a principal via de contagio.
A presenga de suinos infectados assintomaticos,
(CALSAMIGLIA; SEGALES; QUINTANA, 2002),
alerta sobre o risco de entrada do virus pelo ingresso
de animais no rebanho. O rastreamento soroldgico
pode sugerir o grau de risco do estabelecimento da
infeccdo em determinado rebanho.

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,
o IBGE, subdividiu cada estado brasileiro em
Mesorregides que congregam diversos municipios de
uma area geografica com similaridades econdomicas
e sociais. Pelo critério do IBGE, o estado de Minas
Gerais pode ser dividido geograficamente em
doze mesorregides: Campo das Vertentes; Central
Mineira; Jequitinhonha; Metropolitana de Belo
Horizonte; Noroeste de Minas; Norte de Minas;
Oeste de Minas; Sul e Sudoeste de Minas; Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba; Vale do Mucuri; Vale do
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Rio Doce; Zona da Mata.

O objetivo deste trabalho foi pesquisar antigenos
virais e anticorpos contra CVS-2 em mesorregioes
mineiras de representatividade na produg@o suinicola
estadual e nacional: Central Mineira; Metropolitana
de Belo Horizonte; Oeste; Sul, Sudeste; Tridngulo
Mineiro e Zona da Mata. Os antigenos virais foram
investigados em tecidos de suinos com sinais clinicos
sugestivos de SMDS em granjas de Minas Gerais e
em amostras de tecido de suinos recebidas para o
diagnostico laboratorial. Paralelamente, foi avaliada
a presenga de anticorpos contra o CVS-2 em suinos
de granjas comerciais de ciclo completo, livres
SMDS, visando o conhecimento do status imune e
conseqiiente predisposicdo ao desenvolvimento da
doenca nestes rebanhos.

Material e Métodos
Pesquisa de antigenos virais

As amostras de tecido de suinos analisadas neste
trabalho foram distribuidas em dois grupos distintos
de amostragem denominados grupos I e II. Grupo
I: doze (12) granjas comerciais das Mesorregioes
mineiras: Central Mineira (01 granja do municipio
de Felixlandia), Metropolitana de Belo Horizonte
(Olgranja do municipio de Vespaziano), Oeste (01
granja do municipio de Oliveira), Sul e Sudeste (01
granja do municipio de Passos), Tridngulo Mineiro
(02 granjas do municipio de Patos de Minas e 02
granjas do municipio de Patrocinio) e Zona da Mata
(01 granja do municipio de Juiz de Fora e 01 granja
do municipio de Ponte Nova). As granjas foram
selecionadas por apresentarem um plantel de suinos
com suspeita de SMDS. De cada propriedade visitada
foram necropsiados os animais que apresentavam
sinais clinicos de inapeténcia, dispnéia, taquipnéia,
palidez da pele, diarréia, tosse, necrose de orelha e
febre. O manejo dos suinos e as formas de eutanésia
obedeceram as normas internacionais de bem estar
animal. No total foram necropsiados 32 suinos com
idades de cinco a onze semanas. Os animais foram
identificados pelaletra S (suino) acrescendo o nlimero

de ordem (1 a 32). A necropsia foi direcionada para a
observagdo das alteragdes macroscopicas sugestivas
da SMDS como: linfoadenomegalia regional ou
generalizada; pulm@o com areas de consolidagdo
especialmente nos lobos por¢do cranio ventrais e
rins com manchas brancacentas com hemorragias
petequiais distribuidas sobre o cértex. Para a analise
histopatologica foram selecionadas 92 amostras
de tecidos: 38 (41,30%) linfonodos, 16 (17,39%)
pulmdes, 14(15,21%) figados, 16(17,39%) rins,
05 (5,43%) fragmentos de intestino e 03 (3,60%)
tonsilas. Estas amostras foram fixadas em solugao
de formalina tamponada a 10% por um periodo
de até 48 horas, laminados a cinco micrometros e
coradas através da técnica de hematoxilina e eosina
(HE). Grupo II: cento e nove (109) amostras de
demanda recebidas no laboratério de patologia da
Escola de Veterinaria da UFMG, provenientes de
granjas de suinos localizadas nos Estados de Goias,
Santa Catarina e Mato Grosso que apresentavam
animais com suspeita clinica da SMDS, foram
testadas pela IHQ. As amostras foram recebidas
durante o periodo de setembro de 2003 a marco de
2004 e compreendiam 36 linfonodos, 31 pulmdes,
16 figados e 26 rins.

A técnica de Imuno-histoquimica (IHQ)
(BARBOSA; FREITAS, 2008) foi aplicada nas 201
amostras recebidas para analise (92 amostras de
tecido do grupo I e nas 109 amostras do grupo II). Em
cada bateria de testes foram utilizados dois controles
positivos e dois controles negativos seguindo os
seguintes parametros para a interpretagdo dos
resultados: Reacdo negativa = (-) auséncia total de
marcacdes (auséncia do antigeno viral). Reagdo
positiva fraca = (+) visualizagdo de marcagdes em
menos de 25% do campo em andlise (quantidade
minima do antigeno viral). Reagdo positiva
moderada = (++) visualizagdo de marcagdes entre 25
a 50% do campo em analise (quantidade moderada
do antigeno viral). Reacdo positiva forte = (+++)
visualizacdo de marcagdes acima de 50% do campo
em analise (quantidade abundante do antigeno viral).
Amostras de tecido de suinos contendo antigenos
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do CVS-2, embebidas em parafina, previamente
testadas, foram utilizadas como controles positivos.
Amostras de tecidos de suinos do plantel de animais
livres de patdgenos especificos (Specific Pathogen
Free - SPF), previamente testados e negativos para
a presenca de antigenos do CVS-2 foram utilizadas
como controles negativos.

Pesquisa de anticorpos contra o CVS-2

Amostras de soros: 955 amostras de soros de
suinos de ambos os sexos com quatorze a vinte e
duas semanas de idade, provenientes de trinta e cinco
granjas localizadas nas mesorregides ja descritas
e uma granja da mesorregido Noroeste do Estado
de Minas Gerais, foram utilizadas na pesquisa de
anticorpos contra o CVS-2, realizada no Laboratério
Nacional Agropecuario LANAGRO/MG.

Os critérios adotados para a inclusdo dos
rebanhos no estudo foram de apresentar no minimo
300 matrizes com ciclo completo de producdo de
suinos destinados ao abate e ser livre da SMDS.

A analise de anticorpos foi realizada no periodo de
novembro/2003 a dezembro/2004. Estes soros foram
enviados ao laboratorio em lotes, identificadas com
o numero do animal, a data da coleta e armazenadas
sob congelamento a -20° C.

A amostra do CVS-2 utilizada na analise
sorologica foi isolada de um suino com SMDS pela
Univesity of Minnesotta-USA, sendo replicada em
células de linhagem de rim de suino (Swine Kidney-6
—SKo6) e titulada pelo método de Spearman e Karber
(FREITAS et al., 20006).

Soros controle: como controle positivo foi
utilizado anticorpo policlonal de origem suina anti
CVS-2 (VMRD, EUA) e como controle negativo,
anticorpo policlonal de origem suina livre de
anticorpos contra o CVS-2 (VMRD, EUA).

As células da linhagem SK6 foram cultivadas em
MEM (GIBCO BRL, EUA) suplementado com 5 %
de Soro Fetal Bovino (SFB), antibidticos (200U1/

mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina)
e antifingico (100pug/mL de fungizona). O meio
de manuten¢do das células foi o mesmo, exceto
pela suplementacdo com 2% SFB. A titulagdo de
anticorpos contra CVS-2 nos soros de suinos foi
realizada pela técnica de Imunoperoxidase em
Monocamadas de Células — IPMC (BARBOSA;
LOBATO; MARTINS, 2008).

A leitura foi realizada em microscépio de luz
invertida com o aumento de 100x. Para interpretacao,
os resultados soroldgicos foram classificados como
reagentes (positivos) e ndo reagentes (negativos). Os
soros reativos foram considerados com baixo titulo
de anticorpos quando os valores da titulacdo foram
< 160, médios com valores de 320 até 2560 e altos
com valores > 5120.

Analise Estatistica

A freqliéncia e o intervalo de confianga dos
animais sorologicamente positivos foram calculados
segundo BENNET et al. (1991). O intervalo de
confianga da freqiiéncia das granjas soropositivas foi
calculado pelo teste binominal exato (SAMPAIO,
1998). O teste Qui quadrado foi aplicado na
analise comparativa do perfil de positividade entre
as mesorregides mineiras e entre os dos titulos de
anticorpos encontrados. As mesorregides foram
agrupadas pela proximidade e identificadas como
agrupamento A: triangulo mineiro e noroeste de
minas; B: Oeste, Sul e Sudoeste mineiro; C: Zona
da mata; D: central mineira e metropolitana de Belo
Horizonte.

Resultados

Analise macroscopica e histopatologica. Grupo
I. Treze suinos (40,62%) apresentaram distiirbios
respiratorios ¢ em seis (18,75%) foi verificada
diarréia. Os principais achados macroscopicos da
necropsia foram linfoadenomegalia (59,37%) e areas
de consolidag¢ao pulmonar (50,00%) (Figura 1).
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Figura 1. Achados macroscopicos de necropsias dos suinos suspeitos de SMDS em 12 granjas do Estado

de Minas Gerais.
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Principais lestes diagnosticadas

Quatro amostras (10,52%) de linfonodos
apresentaram lesoes histopatoldgicas com evidente
redu¢do do nimero de células linfoides ¢ com
proliferacao de histiocitos. Somente em trés amostras
(7,9%) foi observada a auséncia de foliculos.
Corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos e
células gigantes multinucleadas foram demonstrados
em duas amostras (6,25%). Em duas amostras
(12,50%) de pulmdes foram encontradas lesdes
tipicas de pneumonia intersticial. Somente uma
amostra apresentou broncopneumonia e presenca
de células gigantes (6,25%), sendo diagnosticada
como pneumonia enzodtica e negativa para CVS-2.
As amostras de tecidos de intestino, bago, tonsila,
rim e figado ndo mostraram alteragdes compativeis
com a SMDS (Tabela 1). Grupo II. As lesdes mais
freqlientes nos linfonodos foram proliferagao de
histiocitos (94,44%) e redugdo de células linfoides
(88,88%), auséncia de foliculos linfoides (80,55%),
presenga de células gigantes (52,77%) e corpusculos
de inclusdo em 44,44%. Nos 6rgdos ndo linfoides
foi evidenciada a presenga de lesdes de pneumonia-

intersticial, broncopneumonia e a presenca de
células gigantes multinucleadas. Nefrite intersticial
multifocal e glomerulonefrite também foram
observadas. Uma significativa proliferacdo de
histiocitos (81,25%) nas amostras de figado. Células
inflamatorias, concentradas em focos aleatorios,

estavam distribuidas na triade portal (Tabela 2).

IHQ. Antigenos virais foram identificados
pela marcacdo de pequenos granulos, amorfos,
amarronzados, distribuidos de forma abundante
e uniforme pelo citoplasma ocasionalmente, no
nicleo das células, sempre em associagdo com
lesdes histopatologicas caracteristicas da SMDS
como descrito em Barbosa ¢ Freitas (2008).
As marcagdes antigénicas foram evidenciadas
principalmente nos histiocitos, embora, tenha sido
demonstrado, em menor freqiiéncia no citoplasma
das células gigantes e na periferia dos corpusculos
de inclusdo intracitoplasmaticos. Nao obstante
ocorresse variagao na quantidade e distribui¢do dos

antigenos, a deteccdo de antigenos virais pela IHQ
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foi superior nos linfonodos e pulmdes seguidos
pelo rim e figado. Nos linfonodos, intimeros
histiocitos presentes no infiltrado apresentaram
marcacdes de moderadas (++) a fortes (+++). No
observaram-se

pulmao moderadas

(++). Nos rins, na regido intersticial, as marcagdes

marcagoes

variavam de moderadas (++) a fracas (+). No
figado, células positivas na regido periportal
apresentaram marcacdes fracas (+). Os controles
negativos analisados conjuntamente com as analises
mostraram uma estrutura histologica inalterada
quando corados pela HE.

Tabela 1. Antigenos virais do CVS-2 em amostras de tecido de suinos suspeitos de SMSD submetidos a
necropsia dirigida oriundos de sete mesorregides mineiras.

Mesorregiao/Municipio Granjas Suinos Amostras de tecido positivas

IHQ - Intensidade da Marcacao
Linfonodos Pulmao IHQ

Zona da Mata/Urucéania Gl S1* 2/3 1/1 ++
+++

Triangulo Mineiro/Patrocinio ~ G9 S24%* 171 1/1 ++
+++

Gl1 S28** 11 1/1 ++
+++

*Q suino S1 apresentou marcag¢ao de moderada (++) a forte (+++) nos cortes oriundos de dois linfonodos inguinais e

mesentérios e no pulmao.

**0Os suinos S24 e S28 apresentaram marcagdes fortes(+++) nos linfonodos inguinais e moderada (++) no pulmao.

No grupo I, a IHQ indicou a presenga de
antigenos do CVS-2 em sete amostras de
tecido dos trés suinos S1, S24 e S28. Nestas
amostras a marcagdo variou de forte (+++) a
moderada (++). O suino S1 oriundo da Zona da
Mata apresentou marcag¢ao em dois linfonodos
inguinais e mesentérios e também no pulmao. Os
suinos S24 e S28 oriundos do Tridngulo mineiro
apresentaram marcagdes de linfonodos inguinais
e pulmao (Tabela 1). No grupo II, em mais de
60% das amostras foi demonstrada a presenca de
antigenos virais. Nas amostras de linfonodos a
marcac¢do foi mais intensa e em maior niimero
(86%) enquanto os pulmdes, rins e figado esse

percentual fica em torno de 50% (Tabela 2).

Pesquisa de anticorpos anti CVS -2

Todos os rebanhos (100%) apresentaram
animais reagentes com intervalo de confianga
de 90% a 100%. A freqiiéncia de animais soro-
reagentes para o CVS-2 variou de 96,6% com
intervalo de confianca 94,7% a 98,6% com
os titulos de anticorpos entre 1:320 (Médio) a
1:10.240 (Alto), como pode ser observado na
(Tabela 3).
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Tabela 2. Lesdes histopatologicas e resultados da IHQ das amostras de tecido de suino recebidas do

Laboratorio de Patologia - UFMG.

Quantidade e Lesoes Tecidos com N°. Amostras e Intensidade
amostras lesoes percentual (%) de da marcacao
analisadas reacoes positivas para
antigenos do CVS-2
36 Linfonodos Proliferag@o de histidcitos 34 31(86,11) ++
Reducdo de células linfoéides 32 +++
Auséncia de foliculos 29
Presenca de célula gigante 19
Presenga de corpusculos 16
de inclusao
31 Pulmoes Pneumonia intersticial 13 16 (51,61) ++
Broncopneumonia 09
Presenca de células gigantes 02
26 Rins Nefrite intersticial multifocal 09 11(42,30) ++
Glomerulonefrite 04
16 Figados Hepatite periportal 13 08 (50)
Necrose 01
Total: 109 - - 66 (60,55) -

O exame sorologico apontou 32 (3,35%) soros
ndo reativos, ou seja, negativos para presenca de
anticorpos contra o CVS-2 e 77 (8,07%) com
titulos altos (valores > 5120) enquanto, 846

(88,58%) apresentaram titulos de anticorpos
médios (320 até 2560).

A analise qualitativa entre as mesorregides
(presenga de animais positivos e negativos)
realizada pelo Qui quadrado mostrou diferencas
entre elas tanto no grau de positividade como
nos titulos de anticorpos (Tabela 4). Essa analise
apontou similaridade entre os agrupamentos A
(Triangulo mineiro e Noroeste de Minas) e o B

(oeste, Sul e Sudoeste) (P=0.132) e entre o A
e D (Central Mineira e Metropolitana de BH)
(P=0,185) e diferenca entre os agrupamentos A
e C (Zona da Mata) (P=0,006). O agrupamento
B mostrou diferenca quando confrontado com
C (P= 0,001) e D (P=0, 026), enquanto, os
agrupamentos C e D ndo mostraram diferencgas
(P=0,113). de
distribuida nas classes de titulos de

significativas A quantidade
animais
anticorpos negativos; médio-baixo, médio-alto
e alto apresentou diferengas significativas entre

todas as mesorregides (P=0,0001).
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Tabela 3. Perfil dos titulos de anticorpos contra o CVS-2 em suinos sem sintomatologia SMDS em diferentes
municipios de Minas Gerais.

Municipios Granjas Soros Negativo 320 640 1280 2560 5120 10240 Freqiiéncia %

Oliveira 03 29 00 03 10 09 04 02 01 100
31 00 00 12 16 01 00 02
48 00 01 12 19 11 01 04
Divinopolis 03 12 00 00 02 06 01 03 00 97
11 00 00 07 00 02 01 01
13 01 00 00 03 09 00 00
Patos de Minas 09 30 00 00 12 16 02 00 00 97
32 00 00 11 14 07 00 00
30 04 00 13 05 02 03 03
29 00 00 04 16 09 00 00
27 01 00 06 06 09 02 03
30 00 00 13 12 00 04 01
47 02 04 11 13 07 08 02
14 00 00 00 06 08 00 00
32 00 00 10 16 06 00 00
Patrocinio 06 22 00 00 05 11 06 00 00 95
30 00 00 12 11 02 04 01
12 03 07 00 02 00 00 00
26 00 00 14 09 03 00 00
15 00 00 03 12 00 00 00
14 02 01 05 06 00 00 00
Para de Minas 04 30 00 00 09 15 06 00 00 97
12 01 00 00 03 08 00 00
29 02 00 14 08 02 03 00
26 00 03 04 13 06 00 00
Passos 01 13 00 00 03 07 00 02 01 100
Curvelo 01 11 00 00 02 07 02 00 00 100
Belo Horizonte 03 79 05 04 13 28 12 11 06 87
41 03 08 06 15 04 02 03
39 01 05 03 21 09 00 00
Presidente Olegario 01 30 00 01 11 18 00 00 00 100
Manhuagu 01 24 00 00 15 08 00 00 01 100
Vigosa 02 30 00 00 04 07 19 00 00 97
25 07 09 03 00 04 02 00
Coromandel 01 32 00 02 17 12 01 00 00 100
Total 35 955 32 48 266 370 162 48 29 955
1520
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Tabela 4. Analise do niimero de animais sorologicamente positivos contra o CVS-2 por mesorregioes
mineiras agrupadas. As mesorregides foram agrupadas pela proximidade geografica e comparadas pelo Qui

quadrado que mostrou semelhancas e diferengas entre elas no perfil de positividade (P).

Agrupamentos Mesorregioes Municipios Granjas Soros Positivos Negativos %Positivos
A Triangulo; NO  Coromandel 1 32 32 0
A/B (P=0.132) 2 Patos de Minas 9 271 264 7
A/D(P=0,185) Patrocinio 6 119 114 5
Presidente
Olegario 1 30 30 0

Total 4 17 452 440 12 97,34
B Oeste; Sudeste; Sul ~ Oliveira 3 108 108 0
B/C (P=0,001) 3 Divinopolis 3 36 35 1
B/D(P=0,026) Passos 1 13 13 0
Total 3 7 157 156 1 99,36
C Zona da Mata Manhuagu 1 24 24 0
A/C (P=0,006) 1 Vigosa 2 55 48
Total 2 3 79 72 7 91,14
D C. Mineira; Curvelo 1 11 11 0
C/D (P=0,113) Metropolitana BH Belo Horizonte 3 159 150

2 Parda de Minas 4 97 94
Total 3 8 267 255 12 95,5
Total geral 8 12 35 955 923 32 96,65
Discussao demanda laboratorial, agrupamento II, processadas

Os achados macroscopicos nao sdo conclusivos
para o diagndstico de SMDS no plantel, contudo,
lesdbes macroscopicas como linfoadenomegalia
e areas de consolidacio pulmonar como as
encontradas nos animais do grupo I, sdo citadas
como fortes indicativos da existéncia da SMDS
(ROSELL et al, 1999; SEGALES; ALLAN;
DOMINGO, 2005). A eficacia da IHQ na deteccdo
de antigenos virais ¢ conhecida (BARBOSA;
FREITAS, 2008; BOENISCH, 2001; MCNEILLY

et al., 1999) contudo, a inclusdo de amostras de

paralelamente as amostras de suinos submetidos a
necropsia dirigida, agrupamento I, corroborou esta
eficacia na deteccdo de antigenos do CVS-2 em
suinos oriundos de diferentes origens e graus de
refugagem.

No relatorio do IBGE, Minas Gerais consta como
o quarto colocado no ranking de produgao suinicola
abrigando  3.535.101 cabecas representando
10,7% do rebanho nacional (IBGE, 2006). As
mesorregioes Zona da Mata, o Tridngulo Mineiro
e Central Mineira compdem os maiores plantéis
do Estado e participavam na ocasido da coleta das
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amostras com cerca 1.829.413 cabegas (51,8%)
do rebanho mineiro, com representatividade de
21,2%, 18,1%, 12,5%, respectivamente. No grupo
I a pesquisa de antigenos virais do CVS-2 foi
dirigida para granjas comerciais com suinos com
suspeita de SMDS, pelo menos uma granja de
suinos por mesorregido. Paralelamente se buscou
rastrear anticorpos contra o CVS-2 nessas mesmas
mesorregides pela proximidade e facilidade de
circulacdo de animais e conseqiientemente do
virus. Considerando a importancia na suinocultura
mineira, foram visitadas 04 granjas na mesorregiao
do Triangulo (02 granjas de Patos de Minas e 02
granjas de Patrocinio) e 02 na mesorregido da Zona
da Mata (01 granja de Juiz de Fora e 01 granja de
Ponte Nova).
refugos apresentaram lesoes sugestivas da SMDS

Trinta e dois suinos considerados

e destes, noventa e duas amostras de tecidos
foram processadas pela histopatologia e IHQ. Em
7,60% (7/92) das amostras de tecidos, antigenos
virais do CVS-2 foram demonstrados pela THQ.
Esse dado indica que as amostras teciduais foram
procedentes de animais que ja eram refugos e nao
que se tornaram refugos por causa da infecc¢ao pelo
CVS-2. Segundo Segalés, Allan ¢ Domingo (2005)
nao é raro que em suinos ocorram sintomas de
definhamento ocasionados por outros fatores que
nao uma infeccdo pelo CVS-2. Interessante observar
que as amostras positivas pela IHQ foram obtidas de
suinos de granjas localizadas das mesorregioes mais
representativas da suinocultura mineira (Triangulo
e da Zona da Mata). Nessas regides o percentual de
animais soropositivos para CVS-2 atingiu 97,34%
(Triangulo mineiro) e 91% (Zona da Mata). Esse
alto percentual de animais com anticorpos contra o
CVS-2 e sem sintomatologia de SMDS sugere que o
virus esta circulando na area e que um rastreamento
de antigenos em um nimero maior de granjas e
animais pode resultar no aumento do numero de
amostras reagentes pela [HQ.

No segundo agrupamento, antigenos virais foram
diagnosticados em 6rgaos linfoides e ndo linféides.
Nessas amostras, o percentual de linfonodos

reagentes na IHQ foi sensivelmente superior aos
outros oOrgdos que foram analisados (Tabela 2).
Segalés, Allan e Domingo (2005) afirmaram que
tecidos com reducdo dos numeros de linfocitos,
proliferag@o de histiocitos em 6rgdos linfoides, com
fortes imuno-reagdes pela IHQ representam a forma
aguda da doenca. Independente do tipo de orgao,
mais de 60% dos tecidos apresentaram marcacao
positiva na IHQ, compativeis com MCNEILLY et
al. (1999) que verificaram que em 131 tecidos, 54
foram positivos no teste de IHQ e 27 apresentavam
lesoes histopatologicas caracteristicas da SMDS.
Nas 201 amostras, a [HQ permitiu demonstrar a
presenca do antigeno viral distribuido no citoplasma
de histiocitos em células gigantes multinucleadas
de
A presenca de corpusculos
de inclusdo ¢ corroborada por HUANG et al.

e na periferia dos corpusculos inclusdo

intracitoplasmaticos.

(2008). Os resultados dos exames histopatologicos
(HE) dos grupos I e II foram confrontados com os
resultados de IHQ (Tabelas 1 e 2) com o objetivo
de associar a presenca de antigenos do CVS-2 as
lesoes histopatologicas, uma vez que a literatura
sustenta a localizagdo de antigenos virais do CVS-
2 em linfonodos, mesmo nas infecgdes subclinicas
(MCNEILLY et al., 1999). Em nossas condigdes
de trabalho,
efetivamente, pois em ambos os agrupamentos o0s

esta correlacdo foi evidenciada
linfonodos analisados que apresentaram intensa
marcacao pela IHQ. Essa possivel correlagao fora
anteriormente citada por ROSELL et al. (1999)
pelas técnicas de IHQ e HIS, respectivamente. Este
fato seria justificado pelo aumento da producao de
proteinas virais durante processo de replicagdo do
CVS-2 os tecidos linféides, considerados alvo do
tropismo viral (SEGALES; ALLAN; DOMINGO,
2005). O que nos permite sugerir que esse tecido
deve ser usado como amostra de eleicdo para a
demonstracdo do CVS-2.

A pesquisa de anticorpos contra um agente

patogénico permite avaliar previamente a

predisposicdo ou risco de animais susceptiveis/
receptores a determinada infeccdo. Quando a
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enfermidade ainda n3o se estabeleceu na forma
clinica no rebanho, o rastreamento permite avaliar
os riscos do estabelecimento da infeccdo. A idade
dos animais pesquisados ¢ importante para se
assegurar que os anticorpos detectados s@o oriundos
de infeccdo e nao sdo anticorpos maternos. Em
suinos a meia-vida
demonstrados pela técnica de ELISA ¢ estimada em
19 dias (OPRIESSNIG et al., 2004). RODRIGUES-
ARRIOJA et al. (2003) e LAROCHELLE,
MAGAR e D’ALLAIRE (2003) demonstraram
a soro-conversdo em suinos variou entre onze a

dos anticorpos maternos

quinze semanas idade. Os animais analisados neste
trabalho estavam na faixa de quatorze a vinte ¢ duas
semanas de idade, portanto os anticorpos detectados
pela IPMC nestes animais foram desencadeados
pela infec¢do com CVS-2. Anticorpos humorais
contra o CVS foram encontrados em quase todos
os rebanhos de suinos no mundo e em até 100% dos
animais dentro dos rebanhos. H4 um predominio
alto de infeccdo de CSV-2 nas populacdes de suinos
do Canada, Franga, Alemanha, Nova Zelandia,
Irlanda do Norte, Reino Unido, € os Estados Unidos
(ALLAN; ELLIS, 2000; DULAC; AFSHAR, 1989;
EDWARDS; SANDS, 1994; HINES; LUKERT,
1995; HORNER, 1995; MAGAR; MULLER;
LAROCHELLE, 2000; TISCHER et al., 1986.
SIBILA et al. (2004) citaram a presenca de PCV2
em 5 fazendas sem historia de SMDS ¢ em 4
fazendas com SMDS.

A ocorréncia de circovirose suina no Brasil foi
principalmente descrita de casos clinicos de suspeita
SMDS algumas vezes em criagdes de animais
precarias (ZANELLA; MORES, 2003: FRANCA
et al.,, 2005; CORREIA et al. 2006). Logo, este
trabalho representa o primeiro rastreamento de
anticorpos séricos contra 0 CVS em animais sem
sintomatologia sugestiva da SMDS e oriundos de
granjas representativas da qualidade de manejo e
sanitarias no pais. As granjas envolvidas neste estudo
sdo comerciais € possuem um manejo em escala
de produgdo, utilizam uma genética melhorada,
nutricdo balanceada ¢ cuidados especiais com

programas sanitarios. Elas sdo representativas da
realidade nacional em termos de técnica e resultados
zootécnicos. Debalde as condigdes de manejo, a
freqiiéncia de animais soro-reagentes para o CVS-2
variou de 96,6% com intervalo de confianca 94,7%
a 98,6% com os titulos de anticorpos contra o CVS-
2 na faixa de 1: 320 (Médio) a 1: 10.240 (Alto)
como podem ser observados na Tabela 3, sendo
que a maioria dos animais apresentou anticorpos
na faixa de titulo médio. A variabilidade de perfis
de anticorpos ¢ assinalada quando comparadas as
mesorregioes (Tabela 4). A similaridade no perfil de
anticorpos contra o CVS-2 entre os agrupamentos
A (Triangulo mineiro e Noroeste de Minas) e o B
(oeste, Sul e Sudoeste) e entre o0 A e D (Central
Mineira e Metropolitana de Belo Horizonte) ndo
obstante o numero de granjas analisadas seja
diferente, sugerem que a infeccdo com o CVS-
2 se dispersa de forma equivalente entre essas
regides o que ndo se observa entre os agrupamentos
A e C (Zona da Mata). Este achado pode ser
conseqiiéncia do transito e o comércio de animais
entre as mesorregioes ¢ a proximidade geografica
das granjas que permitiria a circulagdo dos virus
entre as granjas com maior ou menor intensidade.
Como podemos observar na divergéncia de perfil do
agrupamento B quando confrontado quando com C
e D enquanto os agrupamentos C ¢ D ndo mostraram
diferencas significativas.

Estes resultados mostram uma ampla distribui¢ao
da CVS-2 nas
analisadas, contudo, citagdes de alta prevaléncia de

infeccdo pelo propriedades
animais com anticorpos contra CVS nao sdo raras:
RODRIGUEZ-ARROIJA et al. (2003) verificaram
pela IPMC 72,7% soros reagentes contra o CVS-
2. Anteriormente, DULAC E AFSHAR (1989)
citaram a presenca de anticorpos para este virus
pelos dos testes de Imunofluorescéncia Indireta
(IFT) e IPMC em 80% dos suinos avaliados. No
reino Unido, Edwards e SANDS (1994) e ALLAN;
ELLIS (2000) encontraram 86% e 92% de soros
de suinos positivos, respectivamente, sendo que
todos os rebanhos investigados havia pelo menos
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um animal positivo. Na Alemanha, Tischer et al.
(1995), evidenciaram a presenga de anticorpos para
0 CVS em 75% dos soros de suinos provenientes de
abatedouros.

Considerando que todos os rebanhos (100%)
apresentaram animais reagentes com intervalo de
confianga de 90% a 100% e uma vez que eram
granjas de ciclo completo, consideradas as de
maiores susceptibilidade para circovirose (ALLAN;
ELLIS, 2000), a amostragem de 955 soros de suinos
analisadas neste trabalho, embora representando
menos de 1% dos suinos das regides produtoras de
Minas, sugerem muita ateng@o para o risco potencial
do desenvolvimento de circovirose.

O estimulo do sistema imune influencia

diretamente a ocorréncia clinica da SMDS
uma vez que CVS-2 estd associado a aspectos
imunossupressores que irdo permitir a replicagdo
persistente do virus como também favorecer a
infeccdo por outros agentes patogénicos indutores
da SMDS no plantel (KRAKOWKA et al., 2001).
Segundo Meerts et al. (2006), a auséncia ou atraso
na producdo de anticorpos neutralizantes em suinos
aumenta a replica¢do do CVS-2, que ¢ fator crucial
na patogénese da SMDS (GRAU-ROMA et al.
2009). AIPMC detecta a presenca de anticorpo total
e embora ndo permita a diferenciagdo anticorpos
entre neutralizantes e nido neutralizantes favorece
a observacdo efetiva da resposta imune do animal
frente a infeccdo viral. Uma vez que os animais nao
respondem igualmente a resposta viral, a presenca
ou auséncia de anticorpos pode sugerir se o animal
estd mais ou menos predisposto a desenvolver
a circovirose clinica. Isto significa que 2,66%
dos soros de suinos oriundos, principalmente, do
Triangulo Mineiro e 9% da Zona da Mata poderiam
desenvolver a SMDS clinica e esse percentual
alcancga para 3,35% no total dos soros analisados.

Concluindo, ainda ¢ muito limitado o
conhecimento sobre as condigdes exatas que
desencadeiam a SMDS assim como 0s mecanismos

de controle da doenca. Concomitantemente, o

carater imunossupressor do virus que possibilita o
estabelecimento de outras infec¢des que associadas
a fatores estressantes como as altas densidades
populacionais em ambientes restritos e a jungdo de
animais de diferentes idades, podem favorecer o
desencadeamento da SMDS. As medidas profilaticas
se fundamentam na melhoria das condi¢des de
manejo que visem principalmente a higiene,
alimentacdo e a redugdo do estresse dos animais
além de boas praticas visando o bem-estar animal
certamente reduzirdo o risco do estabelecimento da
circovirose no plantel.
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