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RESUMO

PINHEIRO, Albanno Leonard Braz Campos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Novembro de 2011. Investigacdo do potencial de roedores peridomésticos
como reservatorio do Porcine circovirus 2 (PCV2). Orientador: Abelardo Silva
Junior. Coorientadora: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo e
Juliana Lopes Rangel Fietto.

O porcine circovirus-2 (PCV2) é atribuido como um dos agentes relacionados a
doengas associadas ao circovirus (PCVAD), ocasionando perdas econdmicas
significativas na produ¢cao mundial de suinos. Poucos trabalhos sao realizados a
respeito da infeccdo em outras espécies pelo PCV2 e sua participacdo na
epidemiologia das doengas associadas ao virus. O proposito desse estudo foi
investigar a ocorréncia de infeccado em roedores peridomésticos das espécies Mus
musculus e Rattus rattus pelo PCV2 em granjas comerciais de suinos. Animais
dessas espécies foram capturados em importantes centros de producédo no estado
de Minas Gerais. Amostras de 6rgaos (linfonodos, bacgo, rins, figado, pulméo) e
sangue foram coletadas. Os fragmentos de tecidos coletados foram submetidos ao
teste de imunohistoquimica e Nested PCR. Adicionalmente, foram realizadas
avaliagdes histoldégicas em amostras de bago, rim e pulmao. Presenca de anticorpos
anti-PCV2 foram avaliados pela técnica de ELISA. O teste de imunohistoquimica
demonstrou marcagdes encontradas em 12 animais, principalmente no bago (regido
subcapsular), no pulmao (macréfagos alveolares) e nos rins (interior dos tubulos). A
analise do soro pela técnica de ELISA ndo detectou anticorpos contra o PCV-2 nas
12 amostras avaliadas.. A histopatologia demonstrou em algumas amostras, uma
pneumonia bronco-intersticial neutrofilica e linfocitica, multifocal e moderada, com
formagdo de nddulos linféides associados a vasos e bronquiolos. No ensaio de
nested-PCR foi detectado DNA viral em diferentes tecidos avaliados de seis animais.
Os resultados citados demonstram que os roedores domésticos das espécies
estudadas podem exercer importante papel na epidemiologia das doencgas
relacionadas ao PCV2. No entanto, mais estudos sao necessarios para comprovar a

transmissao do PCV2 dos roedores para os suinos.



ABSTRACT

PINHEIRO, Albanno Leonard Braz Campos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
November, 2011. Investigation of the potencial of peridomestic rodents as
reservoir of the Porcine circovirus 2 (PCV2). Advisor: Abelardo Silva Junior. Co-
advisor: Marcia Rogéria de Almeida Lamégo and Juliana Lopes Rangel Fietto.

Porcine circovirus-2 (PCV2) has been related as the causative agent of the Post-
weaning Multissystemic Wasting Syndrome (PMWS) and other diseases called
porcine circovirus associated diseases (PCVAD). They are responsible for economic
losses in pork production worldwide. There is only a few scientific studies describing
the infection in other species but swine and their hole at the epidemiologic dynamics
of the diseases related to the PCV2. The aim of this study is to investigate the
occurrence of infection by the PCV2 in wild mice (Mus musculus and Rattus rattus)
captured in hog farms. The capture of the 40 sorted mice was made at 5 pig wean to
finish farms in Minas Gerais, an important state of pork production in Brazil. Samples
of tissues (lymph nodes, spleen, kidney, heart and lungs) and blood were collected
from the mice. The tissue fragments collected were submitted to
immunohistochemistry and Nested PCR. Additionally, samples from spleen and
lungs were analyzed by histology assays. Presence of antibodies anti-PCV2 was
tested by ELISA assays. Immunohistochemical analysis showed positive prints in 12
animals, mostly on spleen (sub scapular area), lungs (alveolar macrophages) and
kidney (inside the tubules). The 12 serum analyzed by ELISA hasn’t detected
antibodies anti-PCV2. Histopathological analyses revealed in some samples, a
multifocal and lympho-neutrophilic interstitial bronchopneumonia, with some node
formations. Moreover, spleen samples showed a mild to moderate lymphocyte
depletion related to the PCVAD. The Nested PCR assays showed the presence of
viral DNA at different tissues from 6 tested rodents. Thus, the results found in this
work, indicate that mice from the species Mus musculus and Rattus rattus can be
naturally infected by the PCV2 and they would play a hole in the epidemiology of
PCVAD. However, more studies are necessary to confirm the transmission of the

PCV2 from wild rodents to pigs.
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1. INTRODUCAO

A suinocultura brasileira vem se desenvolvendo nos ultimos anos e se tornado
parte importante do agronegdcio brasileiro. Segundo Roppa (2002), mais de 730 mil
pessoas dependem diretamente da suinocultura, sendo essa atividade responsavel
pela renda de mais de 2,7 milhdes de pessoas. A evolugdo do plantel nos ultimos
anos fez do Brasil o terceiro maior rebanho mundial de suinos com mais de 32
milhdes de cabecgas, sendo superado apenas pelos Estados Unidos, com um
rebanho superior a 60 milhdes de animais, e pela China que possui 0 maior rebanho
de suinos, com mais de 460 milhdes de animais. O plantel tecnificado (excluindo
atividades de subsisténcia) em 2010 foi de 1.588.897 matrizes gerando uma
producdo 2.667 mil toneladas. Nos ultimos 5 anos, houve uma diminuicdo da
atividade de subsisténcia, com aumentos no numero de abates fiscalizados pelo
MAPA, passando de 23.134.111 toneladas em 2006 para 29.072.584 toneladas em
2010 (Abipecs, 2011). O plantel brasileiro vem se concentrando em grandes
agroindustrias, tornando a produgao de alta produtividade e competitividade. Estima-
se que 88% da produgao brasileira seja realizada por grandes empresas com maior
concentracao no sul do pais (Abipecs, 2011).

A evolugéo sanitaria, da produtividade e na gestdo das empresas produtoras
de carne sao pontos importantes para aumentar a competitividade da carne suina no
mercado externo. Aumentos no custo de producdo e quedas na qualidade dos
animais ao abate prejudicam a competitividade frente a outros paises exportadores.

Dentro do panorama mundial de globalizagdo, onde o desenvolvimento do
setor mostra um intenso crescimento do transito de animais e produtos entre paises,
ha maiores possibilidades da emergéncia de doencgas consideradas exoticas e,
portanto, demanda uma maior atengao nos programas de sanidade. Baseado neste
contexto, os agentes infecciosos de suinos tém recebido grande atencdo. A partir da
década de 90, muitos paises tiveram grandes perdas produtivas devido a agentes
patogénicos, principalmente virus.

A Sindrome de Refugagem Multissistémica de Suinos (Postweaning
multisystemic wasting syndrome, PMWS), atribuida ao Porcine circovirus 2 (PCV2) e
doengas associadas ao virus como falhas reprodutivas, complexo da doenca
respiratéria em suinos, nefrite, epidermite entre outras, elevam os custos de

producdo levando a perdas econdmicas na suinocultura mundial. A intensidade



variavel da sintomatologia em diversos rebanhos dificulta uma estimativa dos
prejuizos econdmicos para a suinocultura. Segundo estimativas (Infosuinos, 2010),
as perdas com mortalidade, desuniformidade de lotes, conversdao alimentar e
medicagdes extras sdo por volta de R$ 19,00/suino abatido. Isso geraria num plantel
de 10.000 matrizes um potencial prejuizo anual por volta dos R$ 4.666.000,00. O
entendimento dos varios fatores da cadeia epidemioldgica € uma ferramenta
importante nas estratégias de prevencédo e controle visando a diminuicao desses
prejuizos, em especial as doengas associadas ao PCV2. Estudos em modelos
murinos utilizando-se camundongos vém sendo realizados para entendimento da
patogenia de varias doencgas, inclusive o PCV2, a exemplos de Li et al. (2010) e
Kiupel et al. (2005). A infecgdo experimental do PCV2 em roedores levanta o
questionamento sobre a possibilidade da infeccdo natural e participagcdo de
camundongos peridomésticos na dispersdo do virus em granjas de suinos. Nesse
contexto, o objetivo desse trabalho foi investigar a ocorréncia de infecgao pelo PCV2
em roedores Mus musculus e Rattus rattus presentes em granjas comerciais de

suinos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas dos roedores das espécies estudadas

Os roedores peridomésticos das espécies Mus muscullus e Rattus rattus sao
comuns a instalagdes onde se alojam suinos no Brasil. Mesmo em unidades de alta
tecnificagdo, a disponibilidade de alimento, abrigo e agua para os roedores €& de
dificil controle, gerando menores ou altas infestagdes. Os galpdes de gestacéo,
maternidade, creche e fabricas de racdo sdo locais propicios para a proliferacao
desses roedores pela disponibilidade de abrigo, racdo e agua (Funasa, 2002). Os
roedores tem contato direto com os suinos, assim como comedouros, bebedouros e
outros utensilios, variando de acordo com as estratégias para controle de infestacéo.

A classificacdo taxonémica dos roedores foi realizada segundo a publicagéo
“Brazilian Rodents Guide and Taxonomical Keys (Pan American Health Organization,
2008)” e pelo manual FUNASA — 2002. As figuras 1 e 2 mostram as caracteristicas

dos roedores utilizados no experimento.
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RATO DE TELHADO ou RATO PRETO corpa esguio

; comprimento: 16 a 21cm
(Rattus rattus) pezo: 80 3 200g

orelhas grandes, de powca |
espessura e desprovidas de pelos® |

cauda fina em chicote
comprimento: 19 x 25cm

! calos estriados poucos pelos
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(8 a 13 x5mm)

Fonte: Manual de Controle de Roedores. FUNASA, 2002

...............................................................................
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CAMUNDONGO, RATINHO ou RATO CASEIRO
(Mus musculus)

cauda sem pelos
comprimento: 8 x 10cm_EJ

) e
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cibalos em forma
de bastonetes
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Figura 2. Caracteristicas morfolégicas do roedor da espécie Mus musculus.



2.2. Etiologia e aspectos moleculares do circovirus suino

O PCV é um virus nao envelopado que contém uma fita simples de DNA de
1,76 Kb. O PCV ¢é classificado dentro da familia Circoviridae, género Circovirus.
Outros representantes da familia incluem o virus da anemia infecciosa das galinhas,
virus da doenca do bico e das penas de psitacideos e circovirus dos pombos
(Mankertz et al., 2000; Bassami et al., 1998; Meehan et al., 1998; Mankertz et al.,
1998a; Meehan et al., 1997).

Os genomas do PCV1 e PCV2 contem 1759pb e 1768pb, respectivamente
(Meehan et al., 1997) e s&o organizados de forma similar possuindo 76% de
identidade. O genoma do PCV2 é organizado em trés principais fases de leitura
aberta (ORFs — Open Reading Frames): ORF1, ORF2 (Hamel et al., 1998; Meehan
et al.,, 1997; Meehan et al., 1998; Morozov et al.,, 1998) e ORF3 (Liu et al., 2005).
Atualmente, o PCV2 foi subdividido em dois grupos baseados em analises
filogenéticas: PCV2-grupo 1 (gendtipo 2B) e PCV2-grupo 2 (gendtipo 2A), sendo o
grupo 1 mais comum. Cada grupo apresenta uma sequéncia particular de
nucleotideos ou de aminoacidos que podem servir como uma assinatura para
distingcao entre os grupos (Olvera et al., 2007).

Chiarelli-Neto et. al. (2009), estudaram a variagdo génica de isolados
brasileiros filogenicamente e filogeograficamente, concluindo que no pais encontram
os subgrupos 1AB, 2D e 2, sendo a maioria pertencentes ao subgrupo 1AB. Os
mesmos autores ainda sugeriram que o virus foi introduzido no pais em mais de
uma vez, provavelmente pela importacdo de animais e sémen. As analises
filogenéticas realizadas pelos mesmos autores mostraram uma porcentagem alta de
haplétipos semelhantes aos europeus, sugerindo que o virus tenha sido introduzido
no Brasil pela importagdao de animais e sémen da Europa.

Gagnon et al. (2010) em estudos de amostras de suinos acometidos por um
surto da doenga denominada “porcine reprodutive and respiratory syndrome”
(PRRS), e apo6s a investigacao da participagdo do PCV2 nos quadros clinicos, ele
encontrou uma variedade do PCV2 a qual ele denominou PCV1/2a baseado na
analise das sequéncias génicas obtidas. O mesmo autor relata que embora a
prevaléncia levantada em Quebec, Canada seja baixa (2,5% dos positivos para o
PCV), mais estudos sobre as variagdbes génicas e suas origens devem ser

estudadas.



2.3 Patogénese

As bases patogénicas que explicam as doengas associadas ao PCV2 ainda
sdo pouco esclarecidas. De fato, a relagdo entre o PCV2 e algumas manifestagdes
clinicas tem sido estabelecidas ndo somente na presenga do virus, como agente
causal unico da doenca (Segales et al., 2004). Alguns autores tém argumentado a
necessidade de uma co-infeccdo para o desenvolvimento da doenga (Allan et al.,
1999; Choi & Chae, 2000) ou a presenga de co-fatores ndo infecciosos (Allan & Ellis,
2000; Krakowka et al., 2001; Kyriakis et al., 2002). Silva et al. (2011) demonstraram
nao haver diferenca significativa entre a carga viral de linfonodos inguinais em
animais com e sem PMWS. Além disso, os mesmos autores sugeriram que em
animais com PMWS, os linfonodos apresentam uma carga viral ndo relacionada com
a gravidade das lesdes microscopicas.

Trabalhos como os de Juhan et al. (2010) e Liu et al. (2005 e 2006)
demonstraram o envolvimento da proteina expressa pela ORF3 na patogenicidade
do PCV2. Nestes trabalhos, os autores demonstram que os PCV2-mutantes para
ORF3-deletada, apresentaram-se menos patogénicos em camundongos Balb/c em
comparagao ao virus selvagem.

A PMWS tem sido associada a combinagdo do PCV2 com outros patéogenos
virulentos, como o virus da sindrome respiratéria e reprodutiva suina (PRRSV), virus
da influenza suina, parvovirus suino (PPV), Haemophilus parasuis, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Streptococcus suis e Mycoplasma hyopneumoniae (Kim et al.,
2002; Pallares et al., 2002). Essas infecgdes podem confundir o diagnéstico e
complicar a apresentacao clinica da doenca.

Segundo Fernandes et al. (2006), a manifestacdo de sinais clinicos e lesdes
associadas a PMWS ocorreram de forma leve em leitdbes SPF infectados
exclusivamente com o PCV2. No entanto, o PCV2 foi detectado em outros 6rgaos,
com um maior numero de lesdes histopatolégicas e em maior proporgdo nos suinos
co-infectados com PPV, quando comparados aos infectados somente com PCV2,
reforcando a hipétese de que a infecgao por PCV2 pode ser acentuada pela co-
infeccdo por PPV.

Chang et al. (2005) observaram que o PCV2 foi capaz de causar uma
significativa falha funcional nos macréfagos alveolares, incluindo uma diminuigéo

transiente da fagocitose e uma redugéao persistente na capacidade microbicida. Além



disso, os macrofagos inoculados com o PCV2 também foram ineficazes na produgéao
de O;- e H20,. O desenvolvimento de pneumonia intersticial em suinos acometidos
naturalmente pela PMWS ou experimentalmente infectados com PCV2 resulta
provavelmente do recrutamento de células inflamatérias da fase aguda e de células
fagociticas mononucleares dos vasos sanguineos para os septos interalveolares e
espaco alveolar, devido a superexpressao de citocinas e quimocinas liberadas pelos
macrofagos infectados com PCV2.

Macréfagos alveolares podem carrear o PCV2 em suinos infectados, e embora
nao apresentem citotoxidade direta, o virus pode impedir a capacidade de expressao
de varias citocinas associadas a um decréscimo na atividade microbicida
dependente de oxigénio, permitindo assim a infecgdo por patégenos secundarios ou
oportunistas nos pulmdes. Varias citocinas e quimiocinas s&o super-reguladas
podendo intensificar o estresse respiratério e agravar a pneumonia intersticial pelo
aumento de reacdes inflamatdrias e recrutamento adicional de células fagocitarias
inflamato6rias mononucleares para os pulmdes de suinos com PMWS (Chang et al.,
2006).

As populagdes de leucdcitos, principalmente envolvidas na patogénese da
sindrome da dermatite e nefropatia suina (PDNS), sdao os neutrdéfilos, monécitos e
células T citotoxicas. Células T yd estao implicadas na resposta inflamatéria e imune
inicial, também podem ser de grande importancia na PDNS (Sipos et al., 2005). A
infeccao pelo PCV2 sabidamente produz um efeito imunossupressor no hospedeiro
e as lesdes relacionadas sao caracterizadas por deplecéo linféide e leucopenia.
Caracteristicamente ha destruicao de foliculos linféides (Ramamoorthy et al., 2008).

Exames hematologicos revelaram uma redugéo de linfocitos T CD4" e células
B, resultando em um quadro de deplecéo linféide nos animais doentes (Segales et
al., 2001). Os niveis de mRNA de IL-1a e IL-10 demonstraram estar aumentados
nos animais afetados, e niveis de mRNA de IL-2 e IL-2Ra (CD25) parecem sofrer
uma reducédo (Sipos et al., 2004). Chae e Choi (2011) demonstraram que a
expressao do mRNA para IL-1a e IL-8 foi aumentada na sindrome respiratéria

associada ao PCV2 enquanto que para IL-10 foi diminuida.

2.4. Epidemiologia



2.4.1. Infeccdo em demais espécies

O PCV1 tem mostrado ser capaz de infectar células de suinos e bovinos in
vitro, mas néo foi capaz de infectar células humanas ou de ovinos (Allan et al.,
1994a). Jun et. al. (2010) demonstraram que camundongos “Kunming” poderiam ser
experimentalmente infectados pelo PCV2 em virtude das lesdes e soroconverséo
encontradas nesses roedores.

Ldrincz et al. (2010) descreveram a presenga do DNA do PCV2 em espécies
de camundongos e ratos (Mus musculus, Mus agrarius e Rattus norvegicus), e que
0s mesmos capturadas fora das granjas de suinos nao apresentaram o virus. Ainda,
Seo et. al. (2008), usando as técnicas de PCR e Real time-PCR, detectaram o PCV2
em diferentes 6rgdos nas espécies Rattus norvengicus e Apodemus agrarius

ningpoensis.

Hattermann et. al. (2004) infectaram linhagens de células humanas com o
PCV1 e PCV2. O objetivo foi investigar a ocorréncia de infec¢ao e replicagéo viral
em células epiteliais e linfécitos humanos. O PCV1 persistiu na maioria das células,
porém sem causar alteragdes visiveis. As células B transfectadas com o PCV2
apresentaram efeito citopatico. No entanto, quando células livres de virus foram
inoculadas com o sobrenadante PCV-infectado, a infec¢gao nao foi reproduzida. Ellis
et al. (2000) testaram o soro de 54 veterinarios especialistas em suinos de campo,
seis veterinarios académicos de rotinas em laboratérios (envolvidos na pesquisa em
PCV2 por varios anos). Os autores utilizaram 3 técnicas de ELISA e todos os
resultados foram negativos para anticorpos especificos contra PCV2 e PCV1. Allan
et al. (2000) ndo detectaram anticorpos para o PCV2 em bovinos, ovinos € humanos
e também a infeccdo experimental ndo produziu anticorpos detectaveis ou lesdes

caracteristicas em caprinos.

2.4.2. Infeccdo em suinos

A rota de transmissao oro-nasal €& considerada a mais frequente via de
infeccdo do PCV2 entre os suinos (Allan et al., 1999). Em condi¢gbes de campo, a
maior parte dos animais inicia a soroconversdo entre 2 a 4 meses de idade

(Larochelle et al., 2003). A transmissao horizontal do PCV2 tem sido demonstrada



em condi¢cdes experimentais (Albina et al., 2001; Bolin et al., 2001). Gava et al.
(2008) demonstraram a transmisséao transplancentaria e também pelo sémen.

O &acido nucléico viral foi detectado em fezes, saliva e “swabs” oculares em
suinos, apos 31 dias de infecgdo com PCV2 isolado de cultivo celular (Krakowka et
al., 2001). A técnica de PCR foi usada para detectar a presenca do acido nucléico do
PCV2 em fezes, urina e “swabs” nasais de animais naturalmente infectados (Sibila et
al., 2001). Baseado nesses estudos, o PCV2 pode também ser transmitido por

secrecgdes oronasais, fezes e urina (Segalés et al., 2002).

Segundo Yu et al. (2007), a replicagao viral, niveis de lesdes pelo PCV2 e de
antigenos é maior em alguns 6rgaos (linfécitos mononucleares periféricos,
linfonodos bronquiais, linfonodos inguinais, tonsilas, pulmdes, figado, rins, bago e
timo), sendo na média, mais intensa aos 14 dias apos a infecgdo. No entanto, sem
aparecimento de sinais clinicos da PMWS ou doencas associadas ao PCV2. Os
mesmo autores também sugerem que os MRNA’s-Cap foram detectados nos
linfocitos mononucleares periféricos somente 13 dias pds-infeccdo e em maior

intensidade nos Linfécitos B dentre as células mononucleares periféricas.

A morbidade e mortalidade da doenga sao variaveis entre granjas e entre baias
da mesma granja. Normalmente, as taxas variam entre 4-30% e 70-80%,

respectivamente (Segalés et al., 2002).

2.4.3. Susceptibilidade relacionada a racas e linhagens

No campo aproximadamente 42% das leitegadas de rebanhos com casos de
PMWS n&o eram afetados, porém 16% dos animais acometidos eram responsaveis
por 54% das perdas. Esta ocorréncia indica uma susceptibilidade diferenciada entre
leitdes de um mesmo rebanho positivo para o PCV2 e com sinais da PMWS. Diante
deste fato, atualmente as empresas de melhoramento genético buscam rastrear
genes responsaveis por uma maior resisténcia as doengas associadas ao PCV2,
uma vez que animais melhorados geneticamente poderiam reduzir a necessidade de
custos com vacinas, mao-de-obra e medicamentos (Madec et al. 2000).

Trabalhos foram realizados com suinos das ragas Duroc, Landrace, e Large
White por Opriessnig et al. (2006) por meio da infecgédo experimental com o PCV2

pelas vias intravasal e intramuscular em animais de 5 a 7 semanas de vida. Nesse



experimento, 23 suinos Duroc, 19 Landrace, e 21 Large White foram inoculados com
o PCV2. Os sinais clinicos tipicos da PMWS foram diagnosticados apenas em trés
suinos da raga Landrace. Nenhum dos animais Duroc ou Large White
desenvolveram graves lesdes linféides associadas a PMWS. Os resultados sugerem
uma predisposicdo dos animais Landrace utilizados nesse experimento, a
desenvolver lesdes induzidas pelo PCV2. Posteriormente, Opriessnig et al. (2009a)
demonstraram que animais da raga Pietrain sd0 menos susceptiveis a lesdes
induzidas pelo PCV2 em relagdo a um grupo de animais da raga Landrace, mesmo
em animais experimentalmente infectados as 21 semanas de idade, onde o sistema
imune dos suinos esta mais desenvolvido.

Sibila et al. (2005) quantificaram e compararam a carga viral no soro de suinos
naturalmente infectados de duas idades em dois rebanhos espanhodis afetados pela
PMWS. O rebanho possuia trés diferentes linhagens paternas (A=100% Pietrain;
B=50% Large White x 50% Pietrain e C=25% Large White x 75% Duroc). A
mortalidade associada a PMWS ocorreu em maior numero entre 9-15 semanas de
idade e teve relagdo direta com os animais com maiores cargas virais no soro. Uma
relacdo significativa entre animais de linhagem paterna C e altas cargas virais no
soro foi observada em um dos rebanhos estudados.

Zhou et al. (2006) estudaram a soroprevaléncia para PCV2 em 46
suinoculturas localizadas em Zhejian (China). Os autores observaram que 44,83%
de todas as porcas eram Landrace e que 64,28% de suas leitegadas eram positivas
para o PCV2, sendo maior que em fémeas Yorkshire e Duroc. Segundo os autores,
isso indica uma maior susceptibilidade de animais Landrace a infecgdo pelo PCV2.
Ainda, os resultados indicam uma possivel maior resisténcia dos animais da raca
Pietrain ao PCV2.

2.5 Sinais clinicos e aspectos patoldgicos

Manifestacbes de outras sindromes associadas a infec¢cao pelo PCV2, além
da PMWS, como desordens reprodutivas, doencas respiratérias, hepatites,
enteropatias, doengas neuroldgicas e sindrome da dermatite e nefropatia suina,
levaram alguns autores a renomear as doengas relacionadas ao virus como
“‘Doencas Associadas ao Circovirus Suino” - (Porcine Circovirus-associated Disease
- PCVAD) (Ramamoorthy & Meng, 2008).



2.5.1 Sindrome da Refugagem Multissistémica P6s desmama (PMWS)

A PMWS é a sindrome mais importante causada pelo PCV2 (Harding, 2004).
Os sinais clinicos que formam a base para o diagnéstico preliminar sdo perda de
peso, dispnéia, aumento dos linfonodos, diarréia, palidez da pele e ictericia (Segalés
et al., 2004). Os sinais clinicos da PMWS sao tipicamente encontrados em animais
de 7 a 15 semanas de idade (Harding et al., 1998). O aumento de volume dos
linfonodos (principalmente o inguinal, submandibular, mesentérico e mediastinico) é
uma das alteragdes patoldgicas mais comuns em animais com PMWS. Em menor
propor¢cdo de ocorréncia, os linfonodos podem apresentar areas de necrose
multifocal visiveis macroscopicamente. Uma porcentagem de animais afetados pela
PMWS pode apresentar também atrofia e descoloragao hepatica, principalmente em
casos de ocorréncia de ictericia tipicamente evidente, e o cértex renal com focos de
necrose (Segalés & Domingo, 2002).

As principais lesdes histologicas apresentadas pela PMWS incluem a presenga
de linfohistiocitos e granulomas inflamatérios nos pulmdes, rins e tecidos linféides,
assim como, deplecdo linféide. As lesbes hepaticas tém sido descritas pela
ocorréncia de infiltrado inflamatério na area portal com necrose, expansao e

vacuolizag&o do citoplasma de hepatdcitos (Clark, 1997).

2.5.2 Sindrome da Dermatite e Nefropatia Suina (PDNS)

A Sindrome da Dermatite e Nefropatia Suina (PDNS) é uma doenga que afeta
animais de 1,5 a 4 meses de idade (Smith et al., 1993). Nos casos fatais, sé&o
observadas lesbes cutdneas que consistem em vasculites necrotizantes que afetam
a derme, levando a necroses subcutaneas e uUlceras hemorragicas dérmicas (Choi &
Chae, 2001; Thibault et al., 1998).

2.5.3 Pneumonia Necrotizante Proliferativa (PNP)

A Pneumonia Necrotizante Proliferativa (PNP) foi inicialmente descrita em

1990 no Canada, como um problema respiratério em animais de creche e

terminacao (Morin et al., 1990), podendo ser causada pelo virus influenza A (Girard
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et al.,, 1992). Outros estudos mostraram que a PNP pode ser resultado da co-
infeccdo do PRRSV e PCV2 (Pesch et al., 2000).

Pneumonia intersticial subaguda € comum nas lesées pulmonares. Em alguns
casos € possivel ver grandes histiocitos e células gigantes multinucleares na area
alveolar. Nos casos cronicos, € possivel verificar uma bronquiolite fibrosa (Rossell et
al., 1999).

2.5.4 Falhas reprodutivas (“Litter effect”)

Existem estudos da associacdo do PCV2 a falhas reprodutivas. Os indicadores
clinicos em granjas afetadas incluem elevadas taxas de abortos, retorno ao cio e
mumificagdo fetal (Josephson & Charbonneau, 2001; Kim et al., 2004; Ladekjaer-
Mikkelsen et al., 2001; O'Connor et al., 2001; West et al., 1999).

Mateusen et. al. (2007) sugerem uma alta mortalidade em embrides infectados
pelo PCV2 até os 21 dias de gestagdo. Os embrides do grupo positivo foram
experimentalmente infectados com 10°° TCIDs, PCV2/mL e transplantados em
fémeas soropositivas para o PCV2 ao sétimo dia do ciclo gestacional. Os autores
concluiram que o PCV2 pode se replicar em embrides até os 21 dias de crescimento,
e levar a mortalidade embrionaria. Posteriormente, algumas fémeas retornaram
regularmente ao estro, indicando que a morte embrionaria se deu anteriormente aos
12 dias de gestacdo. Em contrapartida, parte das fémeas receptoras de embrides
expostos ao PCV2, nao retornou regularmente ao estro. Parte dos embrides
encontrados nessas fémeas apresentaram degeneracdo tecidual, se tornando
inviaveis e outros, mesmo com identificagao viral na placenta, mesonéfrons e figado,
nao apresentaram lesdes macroscopicas (considerados embrides viaveis). Tal

achado sugere diferengas na susceptibilidade individual dos embrides ao PCV2.

2.6 Diagnéstico

O diagndstico definitivo das doencas relacionadas ao PCV2 é baseado na
detecgdo do antigeno ou acido nucléico viral associado as lesées e sinais clinicos
causados pela doenga (Allan & Ellis, 2000). Métodos de diagndstico que sdo mais
rotineiramente utilizados para detectar o PCV2 incluem hibridizac&o in situ (IHS),

imunohistoquimica (IHC), ensaios de imunofluorescéncia (IFl), reacdo da polimerase
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em cadeia (PCR) (Allan et al., 1999; Larochelle et al., 1999), e analises do
polimorfismo dos fragmentos em ensaios de enzimas de restricdo (RFLP) (Nayar et
al., 1997). O acido nucléico do PCV2 é detectado no citoplasma de histiocitos, de
células gigantes multinucleares e outras células da linhagem de macrofagos e
mondcitos, assim como macréfagos alveolares, células de Kupffer e células
dendriticas de tecidos linfoides (Allan & Ellis, 2000; Rosell et al., 2001).

Os diagnosticos diferenciais das doengas relacionados ao PCV2 podem ser
amplos, dependendo dos sinais clinicos apresentados pelos animais da granja.
Primeiramente e mais importante, € incluir na lista de doencas diferenciais as
enfermidades respiratérias, principalmente a PRRS; pois, a soroprevaléncia do
PRRSV €& amplamente distribuida em muitos paises, o que torna mais dificil a
diferenciagdo da PCVAD e da PRRS (Segales et al., 2002). Além disso, todas as
doengas ou condi¢gbes que envolvem a refugagem de animais podem ser incluidas

na lista de diagndstico diferencial (Harding, 1997).

2.7 Controle

O PCV2 é um virus muito estavel e persistente no meio ambiente da granja e a
realizagdo da erradicagdo viral torna-se muito dificil (Kamstrup et al., 2004). As
mudangas devem ocorrer nas praticas de manejo de higiene e redugao do estresse
em diferentes estagios da criagcdo. As medidas devem ainda incluir a reducédo na
mistura de animais, fluxo adequado (todos dentro/todos fora) e redugdo na
densidade de animais, especial cuidado na castracdo e atencdo na qualidade do ar,
qualidade de criagdo pos-desmame e nos periodos de crescimento (Segalés et al.,
2002).

O PCV2 é muito resistente aos desinfetantes de uma maneira geral,
principalmente por ficarem protegidos na matéria orgénica. Desta forma € importante
uma limpeza geral com uso de detergentes antes do uso do desinfetante. Os
desinfetantes recomendados sdao aqueles a base de uma mistura de
peroximonosulfato de potassio e cloreto de sédio, seguidos dos produtos a base de
hidroxido de sodio, de amébnia quaternaria, de hipoclorito de sddio e dos derivados
fendlicos (Ciacci-Zanella, 2005).

Até o momento, vacinas comerciais sao usadas contra a infecgao pelo PCV2

em leitdes e porcas. Os laboratérios tem utilizado diferentes estratégias vacinais
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como segmentos de um virus quimérico PCV1-2 (Fenaux et al., 2004), proteina
recombinante do capsideo viral expressa no sistema de baculovirus e particulas
inativadas do PCV2, as quais sdo usadas na imunizagao de porcas (Ramamoorthy &
Meng, 2008). Kristensen et al. (2011) analisaram 107 artigos cientificos a respeito do
efeito no ganho de peso diario (GPD) e mortalidade de leitdes da desmama ao abate,
para protocolos de vacinagao dos principais laboratorios produtores de vacinas para
o PCV2. Os trabalhos avaliados foram em relacéo as vacinas: Circovac® (Merial
S.A.S., Lyon, Franca), Ingelvac® CircoFLEX (Boehringer Ingelheim, Ingelheim/Rhein,
Alemanha), Suvaxyn® PCV2 (Fort Dodge Animal Health Limited, Southampton,
Reino Unido), Porcilis® PCV (Intervet International BV, Boxmeer, Holanda), e
Circumvent® PCV (Intervet/ScheringPlough Animal Health, Millsboro, EUA). Os
autores concluiram que houve melhora significativa nos indices de GPD (30 a 40g) e
mortalidade (4 a 5%) em relacdo aos grupos controle. No entanto, os autores
também concluiram que nado houve diferengas significativas entre as vacinas dos
laboratorios testados, embora o volume de pesquisas cientificas seja baixo para
algumas vacinas. O quadro 1 resume as principais praticas de manejo que podem

influenciar o risco de desenvolvimento da PMWS em suinos.

Fatores aumentando o risco de PMWS Fatores que diminuem o risco de PMWS
] Grande numero de matrizes de produgao . Fossas separadas para baias de
Instalagoes L] Baias para grande ndmero de animais na engorda adjacentes
creche e recria/terminagao . Instalagdes para banho de
L] Proximidade a outras suinoculturas funcionarios
= Uso indiscriminado de “cross-fostering” = Sexagem ja na creche
Praticas de manejo geral . Curtos periodos de vazio sanitario em = Aumentar peso minimo dos leitdes a
creches e recrias desmama
= Variagdes de pesos e idades em mesmas . Baias coletivas na gestacéo
instalagdes ] Somente permitir visitas de pessoas
. Fluxo continuo de animais que tenham evitado contato contato
L] Compra de matrizes de reposi¢cdo com com suinos por varios dias
falhas vacinais . Uso de sémen de central de
L] Desmama precoce Inseminacgao unica
. Vacinacao de matrizes contra rinite
Vacinagao, tratamentos e | = Uso de vacinas contra E.coli em matrizes atréfica
nutricao . Uso separado de vacinas contra Erisipelas e | = Use de ocitocina durante partos
PPV em marras = Uso de plasma “spray-dried” em dietas
iniciais de creche

Quadro 1 - Principais praticas de manejo que podem influenciar o risco de desenvolvimento da
PMWS em suinos. Fonte: Grau-Roma et. al. (2011).
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Além dos métodos vacinais, 20 praticas citadas pelo denominado “Postulado
de Madec” vem sendo utilizada para o controle das PCVAD. Basicamente, estas
podem ser resumidas nas adequagdes para melhorar a lotacdo de animais, limpeza
e desinfecgdo, uso do sistema “all-in-all-out”, evitar mistura de lotes (“cross-
fostering”), identificacdo, isolamento e tratamento em tempo habil de animais
acometidos, manutencdo da temperatura de conforto e qualidade de ar e o uso de
vacinagao e anti-parasitarios (Madec et. al., 2000).
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3. OBJETIVO GERAL

Identificar a presenga da infecgdo pelo PCV2 em roedores Mus musculus e

Rattus rattus de granjas comerciais de suinos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar se as lesdes histopatolégicas em érgédos dos animais estudados sao
compativeis com a infecgao do PCV2,;
e Detectar nos animais avaliados a infecgao produtiva do PCV2 por meio
imunohistoquimica;
e Detectar a presenca do DNA viral nos 6rgaos coletados dos animais avaliados;
¢ Classificar os genotipos virais detectados nas amostras avaliadas;

e Investigar a soroconversdo nos animais avaliados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Descricdo e geolocalizacdo das propriedades, armadilhas e locais de

captura

A Geolocalizacdo das propriedades foi feita por meio do uso de um GPS
(Garmin Nuvie pelo site www.google.com/maps) no momento das capturas dos
camundongos. Os roedores, objeto desse estudo, foram capturados em 5 granjas
produtoras de suinos, localizadas em regides importantes para a suinocultura
nacional, onde aproximadamente 65 mil matrizes estdo alojadas. Sao propriedades
rurais situadas no estado de Minas Gerais — Mesorregides da Zona da Mata e Oeste
de Minas Gerais (figuras 3, 4 e 5). Os sistemas de produg¢do sao de ciclo completo e
independentes (n&o integrados a empresas agroindustriais). As propriedades variam
em grau de produtividade, sanidade, empresas fornecedoras de material genético e
nutricdo animal. No entanto, em todas houve facilidade na observacéo de fezes dos
camundongos e condi¢des propicias a proliferacdo dos roedores, segundo o Manual
de controle de roedores — FUNASA (2002). O quadro 2 descreve a geolocalizagao
das propriedades rurais visitadas para as coletas e o numero de roedores

capturados por espécie.

Quantidade de
NUimero x camundongos
Propriedade | Municipio de Mesol\;lgaglao Geolocalizacéo capturados
Matrizes Mus Rattus
musculus rattus
. Zona da -21°10' 45.23",
A Mercés 200 Mata _43° 20' 36.68" 1 1
: Zona da -20° 49'42.12",
B Coimbra 1800 Mata _42° 49' 43 87" 3 6
Ponte Zona da -20° 26' 57.32",
c Nova | 120 Mata | -43° 20' 36.68" 4 5
. Zona da -21°10' 45.23",
D Vigosa | 80 Mata | -42° 51" 58.03" ° 4
Pedra do -20° 16' 21.03",
E indaia | ©° Oeste | 45°12'35.73" 0 8
Totais 2260 13 27

Quadro 2 - Localizagcdo das propriedades rurais fontes dos camundongos estudados para
investigagdo da presenga do PCV2: municipio, nimero de matrizes, mesorregido, geolocalizagéo e
quantidade por espécie.
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As figuras 3 a 5 descrevem a localizagdo das propriedades rurais no estado,
assim como sua posigdo em mesorregides de Minas Gerais (em amarelo).

Minas Gerais (MG)

Divisdo do Estado em Mesorregides

Jequitinhonha

Triangulo/
Alto Paranaiba

Oeste

de Minas Metropolitana

de Belo Horizonte

@ Copyright 2000-2001
e brasilchannel .com.be
v brazilchannel .conube i campo das

Yertentes

Figura 3: Estado de Minas Gerais dividido em Mesorregides. Em amarelo as Messoregides onde se
localizam as propriedades rurais Vvisitadas para captura de camundongos. Fonte:
www.brasilchannel.com.br.

Municipios da Mesorregido Zona da Mata

137

@ Copyright 2000-2001
17 werw brasilchannel .com.|
111 were beazilchannel .comube
129 120 122

Figura 4. Mesorregido “Zona da Mata” - MG. Onde os municipios 34, 52 e 55 correspondem

aos municipios de Ponte Nova, Vicosa e Coimbra, respectivamente. Fonte: www.brasilchannel.com.br
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Municipios da Mesorregido Oeste de Minas

@ Copyright 2000-2001
wune beasilchannel .com.be
werw brazilchannel .comube-

19

Fonte: www.brasilchannel.com.br.

Figura 5. Mesorregido Oeste de Minas Gerais identificando a microrregido 34: Pedra do Indaia.

4.2. Roedores e coleta de amostras

Para o experimento foram utilizados roedores das espécies Mus musculus e
Rattus rattus. Nao houve avaliagdes a respeito de idade e sexo dos camundongos.
Os roedores foram capturados utilizando-se armadilhas confeccionadas com canos
de PVC (10cm diametro e 50cm de comprimento), baldes plasticos e armadilhas
para captura de pequenos roedores fornecidas pelo Departamento de Biologia
Animal da Universidade Federal de Vigcosa. As armadilhas foram posicionadas em
locais visitados pelos camundongos.

Os camundongos da espécie Rattus rattus foram observados principalmente
nos galpbes de creche e fabricas de ragcdo. Foi observada sua movimentagdo nas
vigas de sustentacdo no teto das instalagbes, portanto, os canos de PVC foram
posicionados ao longo dessas estruturas. Apos 2 semanas, as duas aberturas do
cano eram tapadas simultaneamente, aprisionando os ratos.

Os camundongos da espécie Mus musculus mostraram comportamento
diferente, buscando alimento no chao e abrigo em buracos nas paredes e entulhos
proximos aos galpdes. Dessa forma, para sua captura, foram utilizadas as
armadilhas e baldes no chdo com as tampas furadas viradas para baixo nos galpdes

visitados pelos camundongos.
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Para atrair os camundongos das duas espécies, foram utilizados pedacos de
bacon queimados, bananas e ragao de leitdes. Apds a captura, os animais eram
mantidos em baldes com altura suficiente para evitar a fuga, com agua e comida. Os
baldes com os roedores foram posicionados em locais de pouca luz e com pouco
transito de pessoas para evitar mortalidade. Num periodo maximo de 2 dias apds a
captura, os animais foram recolhidos nas propriedades e levados para o setor de
anatomia patoldégica do Departamento de Veterinaria - UFV para eutanasia e coleta
dos d6rgaos, seguindo os procedimentos ditados pelo Conselho de ética para o uso
de animais de experimentacgao, publicado pela instituicdo. Para as necropsias, foram
utilizados materiais cirurgicos autoclavados e trocados a cada animal, além de luvas
e mascaras. Durante a necropsia, foram coletados: sangue cardiaco, fragmentos de
pulmao, linfonodos, coragao, baco, rins e fezes. As amostras de tecidos e fezes
foram conservadas a temperatura de -20°C e posteriormente foram submetidas a
nested PCR.

4.3 — Histopatologia e imunohistoquimica

Para avaliagdes histopatologicas e imunohistoquimica, as amostras foram fixadas
em formol 10% por 24 horas e depois transferidas para microtubos com alcool 70%
até as analises.

As analises pela imunohistoquimica foram realizadas no laboratério de patologia
veterinaria da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais. Os
fragmentos selecionados foram microtomizados em cortes de 4,5um e, em seguida,
transferidos para laminas silanizadas. Apds desparafinados, os tecidos foram
submetidos a técnica de Streptavidina-Peroxidase (LSAB plus, DAKO) usando
anticorpo policlonal anti-PCV-2 (Dr. Pat Halbur, lowa State University), na diluicao de
1:800. A marcacéo foi revelada com amino-etil-carbazol (AEC, Sigma) e coloragéo
de fundo com hematoxilina de Harris por 1 minuto e novamente lavados em agua
destilada e entdo, colocadas em xilol e montadas com laminulas e Entellan™
(Merck-chemicals) para posterior avaliagcdo. Amostras de referéncia positivas e
negativas foram incluidas nas analises.

O Quadro 3 mostra as amostras enviadas para avaliagbes histopatologicas e
para o teste de imunohistoquimica. Uma amostra de linfonodo mediastinico (em

realce no quadro 3) foi enviada para analise histopatolégica, mas n&o para a IHQ.
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Granja Identifi_cagéo Espécie Orgéos
do animal
RR MM LM | LP | Rim | Pulméo | Baco

A 3 X X X X X
A 4 X X X X X
B 1 X X X X

B 3 X X X X
B 4 X X X X
C 8 X X X X
C 5 X X X X X
C 2 X X X X X
C 3 X X X

D 1 X X X X X
D 3 X X X

D 2 X X X X X
D 7 X X X X
D 9 X X X X
D 5 X X X X
D 8 X X X
D 4 X X X
D 6 X X X X
E 10 X X X
E 4 X X X
E 12 X X X
E 7 X X X
E 5 X X X
E 11 X X X

TOTAL 24 13 11

Quadro 3. Amostras de 6rgdos dos roedores enviadas para avaliagdo histopatolégica e
imunohistoquimica. (RR): espécie Rattus rattus, (MM): espécie Mus muscullus. (LM em realce cinza):
linfonodo mediastinico (enviada somente para avaliagéo histopatolégica), (LP): linfonodo popliteo.

4.4. Sorologia - Avaliacao da resposta humoral por ELISA indireto

Para a avaliagao da resposta humoral doa animais ao PVC2, amostras de soro
dos animais estudados foram submetidas ao teste de ELISA indireto. Os pogos da
microplaca de ELISA foram sensibilizadas com uma proteina primaria recombinante
“rCap-PCV-2” (Fausto, 2010).

A proteina “rCap-PCV-2” foi produzida por cepas competentes de E. coli da
linhagem BL21 (DER)-RIL (Coden Plus) seguindo os protocolos de Silva Junior

(2009). Tal proteina purificada e dialisada foi diluida em tamp&o carbonato 50 mM e
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pH 9,6 para a obtencdo de uma solugdo com a concentracéo desejada. Em seguida,
100 pL da solucdo preparada foram utilizadas para sensibilizar cada pogo, sendo a
quantidade de proteina recombinante igual a 0,625ug/pogo. A placa foi entéo
incubada a 4 °C por cerca de 12 horas. Decorrido este periodo, a placa foi lavada
trés vezes com PBS contendo TWeen 20 (PBST - NaCl 0,9 %; Tween-20 a 0,05 %;
tampéao fosfato 50 mM e pH 7,4). Posteriormente, 100 uL do tampé&o de bloqueio
(caseina 3% diluida em PBS) foram adicionados a cada pogo, permanecendo por 90
minutos sob agitacdo a temperatura ambiente e, em seguida, incubadas com 100
ML/pogo de amostras de soro diluidas 1/400 em solugao de PBS contendo BSA a 1%,
sendo cada amostra feita em duplicata. Apds nova lavagem com PBS-T, a placa foi
incubada com 100 plL/pogo de anticorpo secundario (anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase - Upstate) devidamente diluido (1:20.000) e 100 uL foram
adicionados a cada poco e a placa incubada a 37°C por 1 hora. Finalmente, a placa
foi lavada seis vezes com PBS-T e 100 pyL da solugdo que continha o substrato
(tampéo citrato fosfato 100 mM, pH 6,0, 4mg de O.P.D. fenildiaminobenzeno e 2,5
ML de H,0, 30 volumes) foram adicionados em cada pogo, sendo a placa incubada
por um periodo de 15 minutos em local escuro. A reacao foi paralisada adicionando-
se 50 pL de solucdo de acido sulfurico 1:20 e a leitura realizada em leitor de placa a
492 nm. O quadro 4 demonstra as amostras de soro enviadas para o teste de ELISA

indireto.

Granja Ident;fr']?r?]ga&l‘o 2o Espécie
A 3 RR
A 4 MM
B 2 MM
B 3 MM
B 1 RR
C 5 MM
C 5 MM
C 1 MM
C 3 RR

Quadro 4. Amostras de soro dos camundongos capturados enviadas para ELISA indireto para
pesquisa de anticorpos anti-PCV2.

4.5. Nested PCR
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As amostras de tecidos foram coletadas e submetidas ao teste de nested PCR. O
DNA total das amostras foi extraido pelo Kit “Wizard® DNA Purification” (Promega,
USA) seguindo instrugcbes do fabricante. O quadro 5 mostra as amostras de tecidos

utilizadas para nested PCR.

Granja Identificagéo | Espécie Orgéos
do animal |RR|MM | Cor. |Fig.| LM | LP | Rim |Pulmao | Bago
A 3 X X X X X X X
A 4 X X X X X X X
B 1 X X X X X X X
B 3 X X X X X X
B 4 X X X X X X X X
C 8 X X X X X X X
C 5 X X X X X X X
C 2 X X X X X X X X
C 3 X X X X X X X
D 1 X X X X X X X
D 3 X X X X X X
D 2 X X X X X X X
D 7 X X X X X X
D 9 X X X X X X
D 5 X X X X X X
D 8 X X X X X
D 4 X X X X X
D 6 X X X X X X
E 10 X X X
E 4 X X X
E 12 X X X
E 7 X X X
E 5 X X X
E 11 X X X
Totais 24 131118 |18 | 9 9 17 17 24

Quadro 5. Amostras de tecidos das espécies Rattus rattus (RR) e Mus muscullus (LM) enviadas para
o teste de nested PCR: (LM) linfonodo mediastinico, (LP): linfonodo popliteo, (Cor): Coracéo, (Fig):
Figado.

Para a amplificagdo dos dois gendtipos, PCV2a e PCV2b, foram utilizados um
conjunto de oligonucleotideos descritos previamente por Lyoo et al. (2008). Os
oligonucleotideos anti-senso anelam na porgao nucleotidica mais heterogénea entre
os dois gendtipos, enquanto que os oligonucleotideos senso anelam em porgdes
diferentes do genoma viral para garantir que os produtos de PCR possuam
tamanhos diferentes. O par de oligonucleotideos especificos 2a-F (5
AACAATCCACGGAGGAAGG-3) e 2a-R (5-GGGACCAACAAAATCTCY-3’)
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amplificam um produto de 568pb. Ja o par de oligonucleotideos especificos 2b-F (5'-
CTGTTTTCGAACGCAGTG-3’) e 2b-R (5-CTCAAACCCCCGCTCTG-3’) amplificam
um produto de 360pb. A primeira série de reagdes foi realizada com os
oligonucleotideos VF-2 (5-GAAGAATGGAAGAAGCGG-3') e Nest-R (5-
ACAGTCAGAACGCCCTCCT-3’). As amplificagdes foram realizadas em um volume
final de 25uL. A mistura de reagao foi constituida de 1,0 U de 2 uyL de DNA molde,
20 pmol de cada oligonucleotideo e 10 uL Go Taq Master Mix (Promega, USA). A
amplificacdo de DNA foi realizada a partir de 30 ciclos de 94° C por 30 seg., 54° C
por 30 seg. e 72° C por 40 seg.

Para o nested PCR diferencial, o produto amplificado na primeira série de reacdes
foi utilizado com cada par de oligonucleotideos especificos (2a-F/2a-R e 2b-F/2b-R)
em tubos separados. Um uL do primeiro produto de amplificagéo foi adicionado a
uma nova mistura de reagao constituida de 10 yL Go Taq Master Mix (Promega,
USA) e 20 pmol de cada oligonucleotideo. Os passos da nested PCR para ambos os
grupos foram realizados a partir de 30 ciclos de 94° C por 30 seg., 57° C por 30 seg.
e 72° C por 30 seg. Os produtos de PCR amplificados foram analisados em gel de

agarose 1% e visualizados por luz ultravioleta.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras de tecidos e soro dos animais das espécies Mus musculus e Rattus
rattus foram submetidas a analises histopatoldgicas, soroldgicas e moleculares. Os
resultados da avaliagao histopatoldogica demonstram em algumas das amostras de
pulmao uma pneumonia intersticial linfocitica e neutrofilica, focalmente extensiva e
leve. As amostras possuem leve grau de autdlise, porém ainda é possivel identificar
alteragdes histopatolégicas compativeis com as lesbes de suinos acometidos por
infeccdo por PCV2 (Segales et al., 2004) e em camundongos kunmming citadas por
Li et al. (2010). As alteragdes histopatolégicas compativeis com a infecgdo pelo
PCV2 foram observadas em algumas amostras de tecido pulmonar e em linfonodos
de um animal. Estes cortes histolégicos mostram areas de rarefagcdo do numero de
linfocitos e leve histiocitose, porém ainda muito incipiente para classificar como
deplecéo linféide (figura 6). As laminas de pulmao, mesmo com leve grau de autdlise,

ainda sugerem uma pneumonia intersticial linfocitica e neutrofilica (figura 7).
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Figura 6. Corte histolégico de linfonodo destacando uma leve rarefagdo linfocitaria. Espécie Mus
musculus, animal 1, propriedade “B” (segundo quadro 3). Aumento de 40X.

Figura 7. Corte histologico de pulméo destacando uma leve pneumonia intersticial linfocitica e
focalmente extensiva. Espécie Rattus rattus, propriedade “B”, animal 4 (segundo quadro 3). Aumento
de 100X.

O quadro 6 mostra que algumas alterag¢des histopatoldgicas compativeis com
a infecgao pelo PCV2 em suinos foram achadas em camundongos. Em paralelo, a
detecgdo do antigeno viral foi demonstrada pela imunohistoquimica. As informagdes
cruzadas de histopatologia e imunohistoquimica demonstram marcag¢des para
antigeno viral em amostras de tecidos com alteragdes histopatoldgicas compativeis

para animais acometidos pelo PCV2.

24



. ~ Org&os com alteracdes Org&os com marcaco para
Granja Id;gt;fr'l?r?fa?o Espécie histopatoldgicas imunohistoguimica
LM | Rim |Pulmé&o| Baco | LM | Rim | Pulméo | Bago

A 3 RR X - + +
A 4 MM X - + ++
B 1 MM X - ++ +++
B 3 MM X ++ +
B 4 RR X
C 8 RR
C 5 MM - - -
C 2 MM + -
C 3 RR
D 1 RR + ++ ++
D 3 RR X ++
D 2 RR X - ++ ++
D 7 MM X - + | 4+
D 9 MM - ++
D 5 MM
D 8 MM X + +++ ++
D 4 MM -

Quadro 6. Resultados da avaliagdo histopatolégica e de marcagdo para a imunohistoquimica.
Resultados da avaliagao histolégica: (x) presenga de alteragdes, ( ) ndo realizado, (inc) presenga de
corpusculo de inclusdo. Resultados de imunohistoquimca: (-) ndo foi encontrada marcagédo, (+)
marcagao leve, (++) marcagdo moderada e (+++) marcagao acentuada.

Os achados histopatolégicos e as marcagdes encontrados na
imunohistoquimica (figura 8 e 9) sdo compativeis com os trabalhos de Li et al. (2010)
e Kiupel et al (2005).

Figura 8 - Marcagao obtida pela técnica de imunohistoquimica. Tecido: Bago de camundongo da
espécie Mus musculus. Os retangulos realgam segmentos marcados pelo anticorpo secundario
marcado com peroxidase em macréfagos. Aumento de 40X.
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Figura 9 - Marcagao obtida pela técnica de imunohistoquimica. Tecido: Pulmdo de camundongo da
espécie Mus Musculus. Pontos de marcagdo realgados em retangulos (macréfagos alveolares).
Aumento de 100X.

No entanto, esses autores observaram soroconversdo em animais
experimentalmente infectados com o PCV2. O quadro 7 expbe em paralelo a
densidade Optica obtida nas amostras, o controle positivo e negativo e os resultados
para IHC e PCR.

Densidade
Granja | Animal | Espécie Optica (OD) ReEsﬂléaAdo ReemliEe
Prova 1 | Prova 2 IHC/PCR
A 3 RR {0,067 |0,062 (-) +
A 4 MM 10,07 0,064 (-) +
B 2 MM (0,06 0,058 (-) ND
B 3 MM 10,067 |0,069 (-)
B 1 RR 10,08 0,07 (-)
C 8 RR 10,092 |0,094 (-)
C 5 MM 10,09 0,086 (-) -
C 1 MM 10,081 0,094 (-) ND
C 3 RR 10,085 |0,081 (-) +
C+ 0,808 |0,768 (+) ND
C- 0,078 |0,089 (-) ND

Quadro 7. Resultados de densidade éptica (OD) obtidos com amostras de soro de camundongos
peridomésticos das espécies Mus musculus e Rattus rattus pela técnica de ELISA segundo Fausto
(2010). Controle positivo (C+), controle negativo (C-).

Por outro lado, a soroconversao nao foi observada por Opriessing et al. (2009)
em camundongos também infectados experimentalmente. No presente trabalho,
para realizacao e interpretacdo dos resultados de ELISA foi utilizada a padronizagao
e dados gerados pelos estudados de Fausto, 2010. Todas as amostras analisadas

foram consideradas negativas segundo os parametros de densidade o6tica (DO)
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utilizados. Todas as amostras foram analisadas em duas provas (1 e 2). Tal
resultado pode gerar erros quanto ao perfil sorolégico de uma populagdo de
roedores, pois foram realizados com pequeno numero de amostras de soro, devido
as dificuldades de coleta. Outra possibilidade a ser considerada na espécie Ratus
ratus é a falta de reconhecimento do anticorpo secundario utilizado, uma vez que
este foi preparado para a reagdo de especificidade em camundongos (anti-lgG).
Além disso, os achados de sorologia em camundongos variam na literatura. Li et al.,
(2010) inoculou camundongos Kunming e observou que existia uma relagdo entre a
carga viral inoculada, titulos de anticorpos, inicio das lesbes e o tempo apds
inoculagdo. O que nao é aplicavel a animais de vida selvagem, onde néo se pode
conhecer a carga viral infectante e quando ela ocorreu. Assim, como a populagao de
roedores na natureza varia em idade, pode-se inferir que resultados sorolégicos
positivos e negativos sejam achados para o PCV2. Um maior numero de amostras
de soro dos animais capturados poderia elucidar melhor esse aspecto.

Lorincz et al (2010) evidenciou a presenga do DNA viral em camundongos e
ratos por meio da técnica de nested PCR, além de n&o encontrar resultados
positivos para o0 mesmo teste em roedores que néo tiveram contato direto com
suinos, mais afastados das propriedades rurais. Esses trabalhos sugerem uma
infecgcdo natural em animais peridomésticos que tem acesso as instalagdes onde
sdo criados suinos. Oito animais dos 24 analisados (33,33%) nas diferentes granjas
coletadas foram positivos. Os resultados obtidos pela nested PCR das amostras dos
animais capturados (Figura 10 — resultados de parte das amostras) vao de acordo
com os achados por Lorincz et al. (2010) e Li et al. (2010).

Alguns estudos tém mostrado que o virus isolado de animais com
PMWS seria classificado no gendtipo 2B (grupo 1), enquanto os virus isolados de
animais saudaveis seriam classificados no genétipo 2A (grupo 2) (Grau-Roma et al,
2008; Chiarelli-Neto et al, 2009). As amostras de roedores do presente estudo foram
testadas, a fim de classificar as variantes virais pela Nested-PCR previamente
descrito por Lyoo et al. (2008). Apenas o gendtipo 2B foi encontrado nestas
amostras, fato que pode contribuir e potencializar as manifestagdes da infeccao
patogénica em suinos, considerando a hipdtese de transmissao viral de roedores

para suinos.
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Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose de produtos de Nested PCR . M: marcador de tamanho
molecular (Promega, USA). C+: controle positivo. C-: controle negativo. 1 e 2: amostras negativas. 4-
10: amostras positivas (bago, pulmao e rim). Tamanho da banda 360 pb: entre a ultima e penultima
banda do padrdo molecular.

Somente duas amostras foram positivas para os dois testes, porém algumas
amostras sofreram degradagdo do DNA total o que possibilita resultados falsos
negativos pelo nested PCR.

O quadro 08 apresenta as informacdes de resultados do nested PCR e

imunohistoquimica.

Granja | #animal | Espécie Av.aliac‘éo dos riasultados Imunohistc?quimica X Nested ?CR
Rim Pulméo Bago Figado Coragéao
A 3 RR - + +
A 4 MM - + ++
B 1 MM - ++ +++
B 3 MM ++ +
B 4 RR
C 8 RR
C 5 MM - - -
C 2 MM + -
C 3 RR
D 1 RR + ++ ++
D 3 RR ++
D 2 RR = ++ ++
D 7 MM - + +++
D 9 MM - ++
D 5 MM
D 8 MM + +++ ++
D 4 MM -

Quadro 8. Resultados obtidos nas técnicas de nested PCR e imunohistoquimica em amostras de
tecidos das espécies Mus musculus e Rattus rattus. Resultados de imunohistoquimica: (-) néo foi
encontrada marcagéao, (+) marcagao leve, (++) marcagcdo moderada e (+++) marcagao acentuada. As
amostras positivas para nested PCR estao em cinza.
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Considerando esses resultados em frente a hipotese levantada e o objetivo
deste trabalho de investigar a ocorréncia da infecgdo em camundongos capturados
em propriedades suinicolas, a comparagao entre as técnicas nao foi objeto principal
desse estudo. A presencga de resultados positivos em érgaos dos animais estudados
para as técnicas comprovam a infecgao pelo PCV2 nos roedores capturados.

A infeccdo natural em roedores peridomésticos abre a discussdo sobre a
participacdo desses animais na epidemiologia das PCVAD, pois eles poderiam
participar como vetores ou veiculos na transmissao viral aos suinos susceptiveis.

A infeccdo experimental por PCV2 em camundongos tém sido descrita na
tentativa de se encontrar modelos experimentais para estudar a patogenia, lesbes e
curso da infecgéo (Kiupel et al., 2001 e 2005; Csagola et al.,2008). Camundongos da
espécie Mus musculus (grupos BALB/c, C57BL/6 e C3H/HedJ) foram infectados
experimentalmente por Opriessning et al (2009). O autor conclui que existem
limitagbes para o uso dessa espécie como modelo para entender a patogénese do
PCV2, no entanto sugere grande importancia na epidemiologia do virus. Seo et. al.
(2008) descreveram e detectaram a infecgdo do PCV2 em ratos (Rattus norvengicus)
e camundongos (Apodemus agrarius ningpoensis) capturados préximos a granjas de
suinos. Li et. al, (2010) demonstrou que camundongos “Kunming” poderiam ser
experimentalmente infectados pelo PCV2 em virtude das lesdes e soroconverséo
encontradas nesses roedores.

A dificuldade técnica em se obter suinos gnobiéticos ou SPF para o PCV2,
inviabiliza a confirmagao cientifica sobre a transmissdo do virus dos roedores
estudados aos suinos. Devida a transmissao intrauterina comentada anteriormente,
0s suinos neonatos ja apresentam a infec¢ado pelo virus. Tal fato € agravado pelo
fato de que a infecgao pelo PCV2 por si s6, pode n&o gerar os quadros clinicos das
PVCAD. No entanto, a replicagao viral foi constatada pelos resultados do nested
PCR e imunohistoquimica vao de acordo com Csagola et al., (2008), que infectaram
experimentalmente camundongos pelas vias intraperitoneal e oral e demonstrou a
transmissao horizontal entre os camundongos. Mais trabalhos, no entanto, sao
necessarios a respeito da transmissao do PCV2 de roedores peridomésticos aos
suinos. As lesdes histopatoldgicas nos érgédos destes animais em associagdo com a
identificacdo do PCV2 por imunohistoquimica ou nested PCR reforcam um quadro

de infeccao produtiva nestes animais.
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Neste trabalho, portanto, foram encontradas evidéncias do potencial papel de

roedores peridomésticos na dispersao e manutengao do PCV2.
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6. CONCLUSOES
Os resultados encontrados no presente trabalho confirmam a infeccé&o pelo
PCV2 em roedores peridomésticos das espécies Mus musculus e Rattus rattus

capturados em granjas produtoras de suinos do Estado de Minas Gerais, Brasil.
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