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ABSTRACT.- Pinto F.F., Gerber P.F., Oliveira T.M.L., Borges I.A. & Lobato Z.1.P. 2011.
[Serological profile, viremia and PCV2 shedding in naturally infected pigs of herds
with or without postweaning multisystemic wasting syndrome.] Perfil soroldgico, vi-
remia e eliminagao do circovirus suino tipo 2 em animais naturalmente infectados perten-
centes a granjas com ou sem a sindrome da refugagem multissistémica. Pesquisa Vete-
rindria Brasileira 31(1):17-22. Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Escola
de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Av. Antdnio Carlos 6627, Belo
Horizonte, MG 30123-970, Brazil. E-mail: ziplobato @ vet.ufmg.br

A virological and serological cross-sectional study (E1) and a longitudinal study (E2) were
performed on herds with (G2 and G3) and without (G1) post weaning multisystemic syndrome
(PMWS) in Brazil. Blood, serum, nasal and rectal swabs samples were collected of sows,
farrowing piglets, nursery, growing and finishing pigs. In E1, were sampled 40 animals in each
category (G1aand G2). In E2, (G1b and G3), 35 farrowing piglets were identified and sampled
along the production cycle. Porcine circovirus type 2 (PCV2) antibodies were assayed. A PCR
was used to detected PCV2 genome in blood and swabs. In E1, sows had high rates of
viremic and seropositives animals, with percentage of sows with high antibodies titers greater
than G2. Passive antibodies decline occurred between nursery and growing area with increased
viral shedding in swabs and subsequent seroconversion in G1. In G2, the passive antibodies
decay occurred in nursery, with a reduction in viral shedding. In E2, the decline of maternal
immunity occurred between the 1st and 2nd collection in G1b, and between 2nd and 3rd
collections in G3. In both herds, the decay of passive immunity coincided with increased
viremia and viral shedding; and seroconversion occurred between the 3rd and 4th collection in
both herds with decline of viremia. Viremia and viral shedding was detected in all samples
days, 42% of animals sampled in E2 were viremic and all tissue samples collected at slaughter
were positive for PCV2. This study confirms the persistence of viremia even in the presence
of high titers of antibodies and the serological profile in a herd with or without PMWS may be
different, especially with regard to the passive immunity duration.

INDEX TERMS: Serology, viral circulation, viremia, porcine circovirus type 2, postweaning
multisystemic syndrome.

RESUMO.- Um estudo viroldgico e soroldgico seccional (E1)
e outro longitudinal (E2) foram realizados em granjas com
(G2 e G3) e sem (G1) a sindrome de refugagem multissitémi-
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ca (SRM) no Brasil. Foram coletadas amostras de sangue,
soro, swabs nasal e retal de animais de cada categoria do
ciclo produtivo: porcas, leitdes maternidade, creche, recria e
terminac@o. Em E1, nas granjas G1a e G2, foram amostrados
40 animais de cada categoria. Em E2, nas granjas G1b e G3,
35 leitdes na maternidade foram identificados e amostrados
ao longo do ciclo produtivo. O soro foi avaliado para presenca
de anticorpos contra circovirus suino tipo 2 (CVS2) e sangue
e swabs para presenca do &cido nucléico viral. Em E1, a
categoria porcas possuia altas taxas de animais virémicos e
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soropositivos, com porcentagem de porcas com titulos altos
superior a G2. Em G1a a queda de imunidade passiva ocor-
reu entre o final da fase de creche e inicio da recria com
aumento da eliminagéo viral em swabs e subsequente
soroconversao. Em G2 a queda ocorreu entre a fase final da
maternidade e inicio da creche, com diminui¢éo da elimina-
¢ao viral. Em E2, a queda da imunidade materna ocorreu
entre a 12 e 2" coletaem G1b; e em G3, entre a 22 e 32 coleta.
Em ambas as granjas, a queda de imunidade passiva coinci-
diu com o0 aumento da viremia e eliminagéo viral e a
soroconversao ocorreu entre a 32 e 42 coleta em ambas as
granjas com aumento da média de titulo de anticorpos e
declinio da viremia. Viremia e eliminagao viral foram detecta-
das em todas as coletas realizadas; 42% dos animais
amostrados em E2 foram virémicos em todas as coletas e
todas as amostras de tecido coletadas no abate foram posi-
tivas para o CVS2. Este estudo confirma a persisténcia da
viremia mesmo em presenca de altos titulos de anticorpos e
que o perfil soroldgico em um rebanho com e sem a presenca
da sindrome pode ser diferente, principalmente em relagao a
duracao da imunidade passiva.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Sorologia, circulagao viral, viremia,
sindrome de refugagem multissistémica, circovirus suino tipo 2.

INTRODUCAO

A sindrome da refugagem multissistémica (SRM) é uma
doenca multifatorial causada pelo circovirus suino tipo 2
(CVS2) que afeta principalmente animais nas fases de cres-
cimento e engorda (Lopez-Soria et al. 2005) e causa gran-
de prejuizo na inddstria suinicola em decorréncia do au-
mento da mortalidade, diminuicdo do desempenho dos
animais e altas taxas de refugagem.

Atualmente, a maior parte das granjas de suinos é
soropositiva para CVS2, mas nem todas apresentam sur-
tos ou casos individuais de SRM e o perfil sorolégico pode
variar entre rebanhos de acordo com a idade, fase de pro-
ducgéo e manifestacao de sinais clinicos da SRM (Larochelle
et al. 2003, Gerber et al., 2009). As taxas de morbidade e
mortalidade em decorréncia da manifestagédo da SRM va-
riam entre 4 e 30%, dependendo das praticas de manejo,
co-infecges, fatores genéticos do hospedeiro (Segalés et
al. 2005) e gendtipo viral (Grau Roma et al. 2008).

O CVS2 é considerado ubiquo na populagao suina e é
excretado por via nasal, bronquial, fecal e urinaria de ani-
mais com ou sem a SRM, sendo as secrec¢des nasais ou

aerossois apontados como principal forma de transmissao
horizontal (Caprioli et al. 2006).

Até o momento, varios estudos epidemiolégicos sobre a
SRM foram realizados ao redor do mundo (Larochelle et al.
2003, Rose et al. 2003, Lopéz-Soria et al. 2005; Kawashima
et al. 2007) e mostraram diferencas entre a prevaléncia e
circulacéo do CVS2 entre regides e sistemas de criacao de
suinos, assim como na manifestacéo da SRM. Estes estu-
dos sé@o importantes para auxiliar naimplementacao de es-
tratégias de controle da doenca uma vez que ndo existe
terapia efetiva para a SRM e o tratamento e prevengéo focam
a vacinacao, diminuicao do estresse e co-infeccdes e mu-
dancas de manejo (Lopez-Sdria et al. 2005).

No Brasil, a primeira descricdo da SRM foi feita em
2001 (Zanella et al. 2001) e desde entéao tem sido reporta-
da em todo o territdrio nacional. Entretanto, existem pou-
cos estudos a respeito da circulagdo viral, viremia e perfil
sorologico do CVS2 no Brasil. Desta forma, este trabalho
visa contribuir para o entendimento da epidemiologia e
patogénese do CVS2 através do estudo da cinética de eli-
minacgao e circulagao viral, o perfil soroldgico de granjas
com e sem a SRM.

MATERIAL E METODOS

Granjas. Foram estudadas trés granjas de ciclo completo
de sitio unico entre 500 e 600 matrizes sabidamente positivas
para a presenga do CVS2 através da nested PCR (nPCR) e
classificadas sem (G1) ou com sinais clinicos da SRM (G2 e
G3) de acordo com a descricao de Quintana et al. (2001). A
caracterizacao das granjas estudadas pode ser visualizada
no Quadro 1. Foram realizados dois estudos, um estudo
seccional (E1) com G1 (designada de G1a) e G2 e um estudo
longitudinal (E2) com G1 (designada de G1b) e G3.

Amostras coletadas. Foram coletadas amostras de san-
gue, soro, swabs nasal e retal de animais escolhidos aleatori-
amente de cada categoria do ciclo produtivo em cada uma das
granjas. Em E1, nas granjas G1a e G2, foram amostrados ale-
atoriamente 40 animais nas categorias de: matrizes (20 em
periodo de lactacao e 20 em gestacdo), leitdbes maternidade
(8-19 dias de idade), creche (25-40 dias), recria (70 a 80 dias)
e terminagéo (100-120 dias). Em E2, nas granjas G1b e G3, 35
leitdes na maternidade (8-19 dias de idade) foram amostrados
e identificados com brinco numerado, sendo acompanhados
ao longo do ciclo produtivo na creche (30-35 dias de idade),
recria (56-70 dias), terminacao (85-100 dias) e abate (150 dias).
Todas as amostras obtidas (swabs, sangue e soro) foram esto-
cadas a -20°C até o momento do uso.

Quadro 1. Caracteristicas das granjas estudadas

Granjas Idade a % Mortalidade? Média do peso Média do peso Idade a Idade dos Sinais clinicos
desmama (periodo de um  aos 21 dias aos 150 dias soroconversao animais acometidos associados
(dias) ano durante (kg) (kg) (semanas) (dias) a SRM
o estudo)
G1P 21 1,8 6 102 14 - -
G2 18 4,12 55 90,2 13 65 Respiratorios
G3 17 7,6 6,1 93,7 13 70 Diarréia e

@ Mortalidade do desmame ao abate.
b Granja sem histérico de SEM.
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Extracao de DNA e nested PCR (nPCR). O DNA dos swabs
foi extraido utilizando-se a técnica com fenol-cloroférmio-alco-
ol isoamilico (25:24:1). Para o sangue, utilizou-se o kit Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation), de acor-
do com o protocolo recomendado pelo fabricante em 300ul de
amostra. As amostras foram analisadas pela nPCR utilizando
o par de iniciadores descritos por Ellis et al.(1998) para reacao
externa: 5-CGGATGTTGTAGTCCTGGTCG-3 e 5-ACTGTCAA
GGCTACCA CAGTCA-3 e na reacao interna foram utilizados
os primers descritos por Kim e Chae (2001): 5-G ATTGTATG
GCGGGAGGAT-3 e 5-AT TGACGATTTGTTCCCCC-3'. As
concentragées finais dos reagentes foram: 1,25mM MgCl, 1X
tampéo PCR, 200 uM de cada dNTP, 10 uM de cada primer e
2,5 U de Taq DNA polimerase. Ambas as reagbes foram reali-
zadas utilizando 35 ciclos, aquecimento 95°C por um min.,
65°C por um min, 72°C por 1 min. Uma etapa final de alonga-
mento foi realizada a 72°C por 10 min.

Sorologia. O perfil soroldgico das granjas foi determinado
pela técnica de imunoperoxidase em monocamada celular
(IPMC) adaptada de Ellis et al. (1998). Os soros foram testados
nas diluicdes: 1:20, 1:80, 1:320, 1:1280 e 1:5120 sob
monocamada de células PK-15 infectadas com amostra de
campo de CVS2 isolada de rebanho brasileiro (PCV2VC2B).
As placas foram incubadas com as amostras por 1h a 37°C e
entdo lavadas com PBS-Tween. Proteina G conjugada com
peroxidase foi incubada por outra hora a 37°C. A revelacédo da
reacao foi feita com AEC. Titulos de anticorpos <20 foram con-
siderados negativos; 20 a 80, baixos; 320 a 1280, médios e

Sorologia Viremia
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>5120, altos. O titulo de anticorpos foi expresso através da
média de log 4.

Analise estatistica. As porcentagens de amostras postivas
na PCR foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado e a ana-
lise de distribuicao dos titulos de anticorpos e perfil soroldgico
foram analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis entre
categorias de animais na mesma granja e Mann-Whitney en-
tre categorias de diferentes granjas. Diferencas foram consi-
deradas significativas quando P<0,05.

RESULTADOS

Em E1, as duas granjas possuiam altas taxas de animais
virémicos e soropositivos na categoria porca, com maior
percentual de animais eliminando o virus em relagéo a
categoria de leitdes maternidade (P<0.05) (Fig.1). Em G1a,
a porcentagem de porcas com titulos altos foi superior a
G2 (Fig.2).

Na creche de G1a houve aumento das taxas de swabs
positivos para CVS2 quando comparados aos leitdes ma-
ternidade (P<0.05) e a queda da imunidade passiva ocorreu
entre o final da fase de creche e inicio da recria com subse-
guente soroconversao (Fig.1 e 2). Os resultados encontra-
dos na creche de G2 sugerem menor circulacao viral que
G1acom a queda do titulo de anticorpos passivos ocorren-
do mais precocemente, entre a fase final de maternidade e
inicio de creche, acompanhada pela diminuicdo da taxa de

Gib

7 100

3 -
el . | a0
3 #
o =
g 2 -
3 r 20
= 1 4
o
o
2 i 0
3 10 » * Iy
o
u
o
w
o
9 G3
= a a b a
g_ 7 100
= p—
< Y
3 B & ol N —
P s ~ &0
5 - e ™
i
4 I-." &0
./..
3 ./I 40
2
20
i_
0 0
1" ” 3* &®

Fig.1. Perfil soroldgico e viroldgico de granjas com SRM (G2 e G3) ou sem SRM (G1) de E1 (G1a
e G2) e E2 (G1b e G3). Diferencas significativas (P >0.05) entre a média geométrica do titulo de
anticorpos entre categorias de animais na mesma granja sao indicadas por letras diferentes.
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Fig.2. Distribuicdo dos titulos de anticorpos contra CVS2, em
amostras de soro coletadas de animais de diferentes cate-
gorias em G1a e G2 (a) e do acompanhamento (b). Amos-
tras negativas (titulo <20), com baixo titulo (20 e 80), titulo
médio (320 e 1280), titulo alto (=5120). Diferencas signifi-
cativas (P >0.05) entre a distribui¢ao do titulo de anticorpos
entre as granjas dentro do mesmo estudo séo indicadas
por letras diferentes.

animais eliminando o virus. A soroconversao ocorreu entre
a recria e terminacao (Fig.1 e 2).

Em E2, na 12 coleta, 94,3 e 100% dos animais eram
soropositivos para o CVS2 em G1b e G3 respectivamen-
te, porém em G1b predominaram baixos titulos de anticor-
pos com a queda da imunidade materna entre a 12 e 22
coleta; enquanto em G3, com predominio de altos titulos,
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esta queda ocorreu entre a 22 e 32 coleta. Em ambas as
granjas, a queda de imunidade passiva coincidiu com o
aumento da viremia e eliminacao viral (Fig.1 e 2). A
soroconversao ocorreu entre a 32 e 42 coleta em ambas as
granjas com aumento da média de titulo de anticorpos e
declinio da viremia (Fig.1 e 2). A média de titulos de anti-
corpos de G3 foi mais elevada que G1b em todas as cole-
tas (<0.05) (Fig.1 e 2).

O perfil virémico de E2 foi semelhante nas granjas amos-
tradas, com aumento da taxa de leitdes virémicos da pri-
meira a terceira coletas e diminui¢cdo na quarta coleta, coin-
cidindo a alta da média do titulo de anticorpos nesta catego-
ria (Fig.1). G2 seguiu o0 mesmo perfil virémico de E2, po-
rém, G1a apresentou diminuicao da taxa de animais virémicos
na recria e aumento da taxa na terminagéao (Fig.1).

Em G1b e G3, 9 e 21 animais foram virémicos em to-
das as coletas e 6 e 8 destes animais tiveram swabs posi-
tivos para CVS2 também em todas as coletas, respectiva-
mente. Em G3 um animal nao apresentou viremia em ne-
nhuma coleta e um animal apresentou eliminagéo do virus
na auséncia de viremia. Em G1b 2 animais sorologica-
mente negativos, eliminavam o virus e eram virémicos.
Todas as amostras de tecido coletadas no abate foram
positivas para o CVS2.

DISCUSSAO

Neste estudo observamos que houve diferenga entre o perfil
soroldgico de granjas com e sem a SRM em estudos
seccionais e longitudinais.O elevado nimero de animais
virémicos em todas as categorias das granjas estudadas
sugere haver grande exposicao ao CVS2, fato corroborado
pelo alto nimero de soropositivos, sugerindo uma replica-
¢ao viral continua nestes animais.

Os dados encontrados neste estudo demonstrando in-
feccao precoce de leitdes entre 5 e 19 dias de vida em
granjas com ou sem a SRM diferem de outros estudos que
sugerem que a infeccdo em granjas com sintomatologia
clinica ocorra no periodo pés-desmana, entre 3 e 5 sema-
nas (Shibata et al. 2003) e durante as fases de engorda e
terminacédo em granjas sem sintomatologia clinica (Mcin-
tosh et al. 2006). Estas diferencas demonstram a impor-
tancia de mais estudos epidemioldgicos para entendimen-
to da doenca no Brasil.

A infecgao precoce poderia ocorrer através do contato
com o virus eliminado no meio ambiente pelas porcas,
tendo em vista 0 CVS2 ser muito resistente ao tratamento
por calor (O’'Dea et al. 2008) e desinfetantes (Martin et al.,
2008); ou ainda através de infeccao transplacentaria pelo
CVS2 (O’Connor et al. 2001). A transmissao viral via co-
lostro ainda nao foi descrita, porém estudos reportaram a
presenca de acido nucléico de CVS2 em amostras de leite
e colostro (Ha et al. 2008) sugerindo que esta via pode ser
uma forma de infecgdo precoce para os leitées lactentes.

Ainda que a presenca de anticorpos maternos ndo seja
capaz de proteger completamente contra a infec¢éo, su-
gere-se que estes diminuam o pico de viremia e sejam
efetivos na prevengéo da SRM e diminui¢do da mortalida-
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de, principalmente quando em altos titulos (Calsamiglia et
al. 2007). Em leitdes com baixos niveis de anticorpos pas-
sivos, a infecgdo subclinica pode ocorrer diminuindo a taxa
de ganho de peso e conversao alimentar, mesmo na au-
séncia de sinais clinicos ou lesdes macroscopicas da SRM
(Ostanello et al. 2005). As granjas estudadas com mani-
festacdes clinicas da SRM apresentaram menor média de
peso aos 150 dias em relacdo a granja sem SRM.

Em nosso estudo observamos que nas granjas afeta-
das pela SRM, as categorias em que ha maior numero de
animais com baixos titulos de anticorpos coincidem com
a fase do ciclo em que os animais sdo acometidos pela
sindrome e apresentam as maiores taxas de viremia e eli-
minagao do virus.

Em G1, que nao tinha a SRM, a presenca de animais
soronegativos nas categorias de porca e terminagao fez
com que a média de anticorpos nestas categorias fosse
mais baixa que nas granjas com a SRM. G1 também teve
0 menor numero de amostras de swabs positiva, ainda
que nao houvesse diferenca significativa na porcentagem
de animais virémicos. Este fato pode estar relacionado
com a menor circulacao viral ja que Segalés et al. (2005)
ao realizarem a quantificacdo do CVS2 em amostras de
soro e swabs tonsilar, nasal, traqueobronquial, urinario e
retal, coletadas de granjas com e sem a sintomatologia da
SRM, verificaram que, com excegéo do swabs retal, todas
as amostras provenientes da granja com manifestacdo da
SRM possuiam maiores quantidades de virus.

Em ambos os estudos observamos que os titulos de
anticorpos encontravam-se heterogéneos em todas as fa-
ses do ciclo produtivo amostradas, agrupando animais com
diferentes niveis de protecdo em uma mesma categoria,
principalmente nas fases de creche e recria em que predo-
mina o aparecimento dos sinais clinicos da SRM.

Em geral, a curva dos swabs acompanha a curva de
viremia. A maioria dos animais virémicos excretava o vi-
rus pelo menos por uma das vias testadas. Porém obser-
VOU-se que animais nao virémicos podem eliminar o virus
em secrecdes e excregdes e animais virémicos podem
nao excreta-lo, como relatado em outros estudos (Grau-
Roma et al., 2008).

Alguns animais acompanhados em nosso experimento
eram soropositivos, virémicos e eliminaram o virus conti-
nuamente ao longo dos 70 dias do estudo, indicando que o
sistema imune nao foi capaz de eliminar a infecgéo. Estes
achados estao em concordancia com outros estudos que
detectaram CVS2 em amostras de sangue, soro e swabs
até 70 dias pos-infecgao experimental (Shibata et al. 2003).
A viremia persistente apds aparecimento de anticorpos
indica que o desenvolvimento de uma resposta humoral
nao € eficiente para a eliminagéo do virus do organismo
provavelmente devido a auséncia ou baixa quantidade de
anticorpos neutralizantes ou ainda fatores ligados a res-
posta celular.

As diferencas entre a média do titulo de anticorpos e
sua distribuicdo nos estudos realizados em G1, em geral
com média mais baixa e menor numero de animais virémi-

cos e soropositivos no acompanhamento em relagdo ao
perfil, podem ser explicadas em parte pela diferenca de
idade dos animais amostrados, mais cedo em E2, fazen-
do com que a média de titulos de anticorpos permanececem
mais baixas neste experimento devido a menor sorocon-
versao apresentada. Além disso, os perfis soroldgicos
podem ser variaveis, mesmo em um periodo curto de tem-
po, devido a mudancas de manejo ocorridas na granja.

Os resultados obtidos neste trabalho podem ser uteis
para o entendimento da circulagdo do CVS2 em granjas
naturalmente infectadas com e sem a manifestacao clini-
ca da SRM no Brasil. Além disso, contribuem para a ado-
cao de medidas corretivas de manejo e estabelecimento
do momento adequado da vacinagao levando em conta o
momento da infecgéo e duracéo de anticorpos passivos
em cada granja.

Este estudo confirma que o perfil sorolégico em um
rebanho com e sem a presenca da sindrome pode ser dife-
rente, principalmente em relacdo a duragéo da imunidade
passiva. A manifestacao da circovirose pode estar relaci-
onada a queda da imunidade passiva, animais com baixos
titulos de anticorpos na fase critica do aparecimento de
sinais clinicos.
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