
Universidade Federal de Pernambuco

Centro de Ciências Biológicas

Programa de Pós-Graduação em Genética

Nayara Evaristo de Pontes

Estudos Moleculares Aplicados ao Circovírus suíno tipo 2:

Desenvolvimento da técnica de Nested-PCR em tubo único

(STNPCR) e descrição das variantes virais em Pernambuco

Recife

2014



Nayara Evaristo de Pontes

Estudos Moleculares Aplicados ao Circovírus suíno tipo 2:

Desenvolvimento da técnica de Nested-PCR em tubo único

(STNPCR) e descrição das variantes virais em Pernambuco

Dissertação  apresentada  ao  Programa  de  Pós-

Graduação em Genética da Universidade Federal de

Pernambuco  como  parte  dos  requisitos  exigidos

para obtenção do título de Mestre em Genética.

Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos de Freitas

Coorientadora: Prof.ª Dra. Clara Nilce Barbosa

Recife

2014



Catalogação na fonte
Elaine Barroso

CRB 1728

          Pontes, Nayara Evaristo de    
      Estudos moleculares aplicados ao circovírus suíno tipo 2: desenvolvimento
da técnica de Nested-PCR em tubo único (STNPCR) e descrição das variantes
virais em Pernambuco / Nayara Evaristo de Pontes. - Recife: O Autor, 2014.
       
      66 folhas : il., fig., tab.

Orientador: Antonio Carlos Dias de Freitas
Coorientadora: Clara Nilce Barbosa
Dissertação (mestrado) – Universidade Federal de Pernambuco, 
Centro de Ciências Biológicas, Genética, 2014.

Inclui bibliografia e anexos

1. Suíno-  doenças  2.  Circovírus  3.  Genética  molecular  I.  Freitas,  Antonio
Carlos Dias de (orientador) II. Barbosa, Clara Nilce (coorientadora) III. Título

571.99211            CDD (22.ed.)                UFPE/CCB- 2014- 198                  

                              

 



Nayara Evaristo de Pontes

Estudos Moleculares Aplicados ao Circovírus suíno tipo 2:

Desenvolvimento da técnica de Nested-PCR em tubo único

(STNPCR) e descrição das variantes virais em Pernambuco

Aprovado em 17/02/2014

Banca Examinadora:

____________________________________________
Dr. Antonio Carlos de Freitas

Universidade Federal de Pernambuco

____________________________________________
Dra. Clara Nilce Barbosa 

Universidade Federal Rural de Pernambuco

____________________________________________
Dr. Marcus Vinícius de Aragão Batista

Universidade Federal de Sergipe

__________________________________________

Dra. Maria Angélica Ramos da Silva 

Universidade Federal de Pernambuco

Recife

2014



Eu dedico este trabalho a Deus, pois sem ele não

teria conseguido concluir.

Até aqui nos ajudou o Senhor. 

1 Samuel 7.12b



Agradecimentos

Agradeço primeiramente a Deus por toda a inspiração, por guiar os meus passos e

me ajudar nos momentos importantes, momentos de tristeza, de alegria, enfim em

todos  os  momentos  Deus  está  presente  em  minha  vida,  tenho  uma  grande

comunhão com Deus, Deus meu melhor amigo. 

Agradeço a meus pais, Iranete e Ronaldo, ao meu irmão Dawsley e ao meu noivo

Itamar, por toda a paciência, amor e dedicação prestada, pelo apoio nos momentos

difíceis, pela força nos momentos importantes, meus lindos e jovens pais, irmão e

noivo agradeço por tudo, amo vocês demais. 

Agradeço ao prof. Antonio Carlos por toda orientação, ajuda e paciência durante os

seis anos como orientador, e a Prof.ª Clara por todo ajuda e orientação, durante os

dois anos e meio como minha orientadora, obrigada por tudo, eu posso afirmar com

orgulho que são meus queridos orientadores. Angélica, obrigada por tudo, por toda

orientação  e  ajuda  prestada  me  ajudando  sempre.  Obrigada  por  sempre  me

acompanhar desde o começo de tudo e enfim continuar sendo minha coorientadora.

Agradeço a minha família por todo o apoio e comemoração, obrigada pela alegria e

união de sempre, em especial para Pedro, Kika, Voinho, Lígia, Neide, Sandra, Tainá,

Tito, Yasmin, Carol, Alba, Antonio, Hero, Paulino, Leonardo, Bruno, Vanessa, Vovô,

Paulinho, Luciene, Luan, Tio Paulo, Josy, Leo, Tia Cecinha, Biuzinho (meu vô de

coração).

Agradeço ao meu líder espiritual, meu querido Pastor Edson Vando e sua família. E

ao pastor Jefferson Santos e sua família. 



Aos meus amigos em especial a Yasmin (prima), Cecília, Danubia, Tiago, Ludmylla,

Alexandra,  Carina,  Rosimere,  Daniela,  Jucelito,  Taciana,  Caio,  Adriano,  Chico  e

Rafael pelo companheirismo, por me fazer rir muitas vezes, por fazer tudo parecer

simples e ter solução, enfim, vocês moram no meu coração para sempre. 

A todos os meus amigos e professores da Rural, minha turma LB1 a melhor de todas

as turmas, amo todos. Agradeço por todo apoio, força e incentivo nos momentos

decisivos da minha vida.

Agradeço a Evilis (coração) pela amizade e pela ajuda no estágio, obrigada amiga

por tudo.

Aos meus amigos do laboratório  LEMTE (Laboratório  de  Estudos Moleculares  e

Terapia  Experimental)  André,  Barbara,  Kamylla,  Karin,  Billy,  Jackeline,  Janaine,

Marcelo,  Elyda  (Gracinha),  Eliane,  Filipe,  Carol,  Pavla,  Erinaldo,  Luciana,  pelo

companheirismo e amizade, de fundamental importância durante minha graduação e

mestrado, pelas incontáveis dúvidas e perguntas relacionadas à genética molecular,

a  PCR,  a  clonagem,  em especial  a  André  e  Barbara,  agradeço  muito  por  tudo.

Agradeço também a Cybelle (in memoriam) por tudo.  

Agradeço aos funcionários do Departamento de Genética, Henrique,  Dona Zizi  e

Seu Romildo (o tricolor), que colaboraram para o andamento deste trabalho.

Agradeço a UFPE e ao Departamento de Genética pela recepção prestada todo

esse tempo.

Agradeço  ao  Laboratório  de  Microbiologia  Veterinária  (MICROVET-MG),  por

gentilmente ceder à amostra positiva de  Circovírus suíno e a EMBRAPA Suínos e

Aves por ceder gentilmente os controles negativos de suínos, importantes para o

andamento do projeto.

Agradeço ao CNPq e CAPES por todo apoio financeiro. 



“Confia no SENHOR de todo o teu coração 

e não te apoie no teu próprio entendimento”

Provérbios 3:5.



Resumo

O Circovírus suíno tipo 2 (PCV2) é um vírus sem envelope e contém um DNA fita

simples circular com 1,7 kb de tamanho. O vírus pertence ao gênero Circovírus da

família Circoviridae.  O PCV2 é o agente etiológico da Síndrome Multissistêmica do

Definhamento dos Suínos (PMWS), doença que causa grande impacto econômico

na  suinocultura  mundial.  O  objetivo  deste  trabalho  foi  desenvolver  a  técnica  de

STNPCR para  detecção do  Circovírus suíno tipo  2  (PCV2)  bem como avaliar  a

presença de diferentes variantes virais em Pernambuco. Foram utilizados controles

positivos,  negativos,  e  55  amostras  de  tecidos  de  animais  clinicamente  normais

obtidas  em  abatedouro.  Para  o  desenvolvimento  da  STNPCR foram  avaliadas

diferentes  temperaturas  de  anelamento  para  os  primers externos  e  internos.  A

atuação de ambos os pares de primers foi realizada de forma independente, sendo

que o segundo par de primers foi imobilizado na parte interna da tampa do microtubo

e após a primeira etapa de amplificação os  primers foram eluídos por inversão do

microtubo. Além disso, foi realizada a análise de achado técnico buscando encontrar

os genótipos do PCV2 já descritos no Brasil e mundialmente, os subtipos PCV2a e

PCV2b. Na aplicação clínica, a STNPCR foi comparada com a NPCR e resultaram

em reações  positivas  para  o  PCV2 em 100% (55/55)  das  amostras  analisadas,

revelando  igual  sensibilidade  e  especificidade,  porém,  com  menor  risco  de

contaminação  cruzada.  Na  análise  de  achado  técnico  (sequências  da  ORF2 do

PCV2), foi possível identificar os genótipos PCV2a e PCV2b. A técnica molecular

STNPCR demonstrou ser eficaz para detecção do DNA viral e pode ser aplicada em

estudos  epidemiológicos  para  o  PCV2  e  auxiliar  no  diagnóstico  laboratorial  da

PMWS. 



Palavras-chave: Circovírus suíno tipo 2; nested-PCR em tubo único; suíno

Abstract

Porcine Circovírus type 2 (PCV2) is a non-enveloped virus and contains a circular

single-stranded DNA with 1.7 kb in size. The virus belongs to the genus Circovírus of

the family Circoviridae.  PCV2 is the etiologic agent of  Postweaning Multisystemic

Wasting Syndrome (PMWS), a disease that causes great economic impact in swine

industry worldwide. The objective of this work was to develop the single-tube nested

PCR (STNPCR) technique for detection of PCV2 DNA and to assess the presence of

different variants of this virus in Pernambuco. We used positive and negative controls

and 55 tissue samples obtained from pigs in a slaughterhouse. For the development

of  STNPCR,  it  was  evaluated  different  annealing  temperatures  for  external  and

internal primers. The performance of both primer pairs was carried out independently.

The second pair of primers was onto the microtube cap and, after the first round of

amplification, the primers were eluted by inversion of the microtube. The STNPCR

was  compared  with  NPCR and  resulted  in  positive  reactions  to  PCV2  in  100%

(55/55) of samples analyzed, showing equal sensitivity and specificity, however, with

less  risk  of  cross  contamination.  Viral  variants  were  found  in  Pernambuco.  The

STNPCR  proved  to  be  effective  for  viral  DNA detection  and  can  be  applied  in

epidemiological studies of PCV2 and help PMWS diagnosis.

Key words: Porcine Circovírus type 2; Single-tube nested PCR; Swine.
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1. Introdução

O Circovírus suíno tipo 2 (PCV2) é um vírus sem envelope e contém um

DNA fita simples circular com 1,7 kb de tamanho. O vírus pertence ao gênero

Circovírus da família Circoviridae (Murphy et al., 1995).  O genoma viral contém

três principais janelas de leitura: a ORF1 que codifica as replicases, a ORF2 que

codifica a proteína do capsídeo e a ORF3 que codifica uma proteína relacionada a

apoptose  e  a  ORF4  envolvida  na  replicação  viral  (Gao  et al.,  2013).  Dados

sorológicos e técnicas moleculares de PCR (reação em cadeia da polimerase)

indicam que a infecção pelo PCV2 está amplamente distribuída entre a população

suína mundial.  Anticorpos para PCV2 foram encontrado em suínos de todos os

continentes, com usual soroprevalência em torno de 100% na idade de abate dos

animais. A infecção viral pode ocorrer em rebanhos afetados e não afetados pela

PMWS (Opriessnig et al., 2007; Barbosa et al., 2008).

Nos últimos anos, houve grande desenvolvimento no sistema de produção de

suínos,  principalmente  quanto  à  genética,  nutrição,  manejo  e  sanidade.  Os

animais  passaram  a  serem  criados  de  forma  cada  vez  mais  intensiva,  os

rebanhos  ficaram maiores  e,  consequentemente,  com maior  predisposição  às

doenças,  dentre  elas,  a  PCVD  associada  ao  Circovírus  suíno  tipo  2  (PCV2)

(Segalés et al., 2005b; Baekbo et al., 2012). 

A terminologia doenças associadas ao  Circovírus suíno (PCVD ou PCVAD)

engloba  todas  as  condições  clínicas  associadas  à  infecção  pelo  PCV2.  A

Síndrome  Multissistêmica  do  Definhamento  de  Suínos  (PMWS)  é  a  principal

manifestação  clínica  da  PCVD  (Segalés  et  al.,  2005a;  Baekbo  et  al.,  2012).

Estudos  relatam casos de PMWS onde ocorre  a  coinfecção  do  PCV2 com o

17



Parvovirus suíno (PPV), sugerindo a atuação do PPV como importante cofator no

desenvolvimento  da PMWS (Opriessnig  et  al.,  2013).  Dentro  da PCVD,  estão

também incluídas a Síndrome de Nefropatia e Dermatite Suína (PDNS), falhas

reprodutivas,  Enterite  associada ao PCV2, Pneumonia Necrosante Proliferativa

(PNP) e Doenças do Complexo Respiratório  Suíno (PRDC) (Opriessnig  et  al.,

2007).

O diagnóstico da PCVD é complexo pelo fato de haver uma multiplicidade de

órgãos envolvidos, sinais clínicos inespecíficos, sistema imune comprometido e a

presença  de  patógenos  concorrentes  que  mascaram o  diagnóstico  diferencial

comprometendo  os  programas  de  controles  da  doença.  Assim,  o  exame

laboratorial  é  fundamental  para  a  obtenção  do  diagnóstico  definitivo  da

enfermidade (Barbosa et al., 2008). 

A literatura cita o desenvolvimento e aplicação com êxito da nested-PCR em

tubo único (STNPCR) para diagnóstico de patógenos humanos e animais (Abath

et al., 2002; Souza et al., 2007). No entanto, não há registro do desenvolvimento

da STNPCR para o PCV2. A padronização desta técnica para a identificação da

presença do PCV2 será de grande importância para suinocultura da região, pois

permitirá que a UFPE possa agir como referência para esse diagnóstico. Além

disso,  o  estabelecimento  da  STNPCR  viabilizará  sua  aplicação  no

desenvolvimento  de  diferentes  testes  diagnósticos  aplicados  a  doenças

infecciosas que acometem animais e acometem o homem. 

Recentemente foi descrito na literatura o estudo da história evolutiva do PCV2,

evidenciando suas variações e subtipos encontrados. Assim como, ainda não foi

realizado um trabalho sobre a caracterização viral  no Estado de Pernambuco.

18



Então,  é  necessário  um  estudo  para  caracterização  das  amostras  virais

identificadas nos plantéis. 

19



2. Revisão da Literatura

2.1 Suinocultura
Dados atualizados em 2012, do Centro de Inteligência de Aves e Suínos (Cias)

da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária) considerando que,

a carne suína consolidou-se como a mais importante fonte de proteína animal do

mundo após 1978. A produção mundial cresceu numa taxa anual de 3,1% nos

últimos 46 anos. Neste período, a produção foi  acrescida em 75,2 milhões de

toneladas.  Para  o  ano  de  2007  estimava-se  uma  produção  mundial  de  99,9

milhões  de  toneladas. O  Brasil  encontra-se  entre  os  10  maiores  produtores

mundial ficando na 5º posição detendo 3,26% da produção de carne suína, porém

o seu consumo foi de apenas 12,3kg ficando abaixo da média mundial (16,5kg em

2007).

Com relação  à  suinocultura  brasileira,  a  demanda do  mercado  pela  carne

suína somente apresentou um crescimento mais significativo a partir de meados

da década de 1990, havendo um crescimento na taxa anual de produção de 5,7%

(2,6% até início dos anos 90), enquanto no resto do mundo o crescimento foi de

somente 2,2% (3,3% até início dos anos 90), ocorrendo uma reversão da situação

no  Brasil.  Isso  é  justificado,  depois  da  abertura  comercial  que  possibilitou  o

crescimento das exportações nacionais através do incremento de tecnologias no

setor e queda de preços deste produto ao consumidor final (EMBRAPA, 2012).

20



2.2 Histórico 

O  Circovírus suíno  (PCV)  foi  relatado  primeiramente  por  Tischer  et  al.

(1974),  mediante  microscopia  eletrônica,  ao  observarem  um  vírus

morfologicamente  semelhante  a  um  picornavirus,  que  causava  infecção

persistente em cultivo celular de rim suíno (PK-15) sem induzir efeito citopático.

Posteriormente, foi demonstrado que esse vírus possuía um genoma composto

por  um  filamento  único  de  DNA,  circular  e  fechado,  razão  pela  qual  o

denominaram de Circovírus suíno (Tischer et al., 1986). 

Em  1991,  na  região  sul  do  Canadá,  descreveu-se  a  Síndrome

Multissistêmica do Definhamento dos Suínos (PMWS) (Clark, 1997). A PMWS foi

diagnosticada  pela  primeira  vez  no  Brasil  em  2000  (Zanella  &  Morés,  2000;

Ciacci-Zanella & Morés, 2003). Desde então casos novos de suspeita clínica com

confirmação  laboratorial  foram identificados  e  encontram-se  disseminados  por

parte  do  território  nacional  causando  grandes  perdas  econômicas  para  a

suinocultura brasileira (Zanella et al., 2001; Barbosa et al. 2008).

Esta  síndrome acomete  suínos  de  cinco  a  12  semanas  de  idade  e  se

caracteriza por caquexia, perda de apetite, palidez, emagrecimento progressivo,

dispneia,  linfadenopatia,  icterícia,  com  mortalidade  de  aproximadamente  10%

(Segalés et al., 2005a). 

Hamel  et al.  (1998) descreveram toda a sequência genômica do agente

causal  dos  surtos  e  associaram  ao  vírus  descrito  anteriormente  por  Tischer

(1974).  Concluíram que esta variante do vírus apresentava diferenças em relação

ao Circovírus não patogênico anteriormente isolado nas células de rim de suínos

PK-15 (68% de identidade) (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998). 
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Desta  forma  o  Circovírus  patogênico,  associado  aos  sinais  clínicos

relatados,  foi  denominado de  Circovírus suíno tipo 2 (PCV2),  enquanto que o

Circovírus não patogênico passou a ser conhecido como Circovírus suíno tipo 1

(PCV1) (Meehan et al., 1998).

Além  da  PMWS,  várias  doenças  foram  associadas  ao  PCV2  e  são

conhecidas como doenças associadas ao  Circovírus suíno (PCVD ou PCVAD).

Neste grupo estão incluídas PMWS, Síndrome de Nefropatia e Dermatite Suína

(PDNS), falhas reprodutivas, Enterite associada ao PCV2, Pneumonia Necrosante

Proliferativa  (PNP)  e  Doenças  do  Complexo  Respiratório  Suíno  (PRDC)

(Opriessnig et al., 2007).

2.3.  O Agente etiológico (PCV2)

O PCV2 é um vírus sem envelope e contém um DNA fita simples circular com

1,7Kb de tamanho. O vírus pertence ao gênero Circovírus da família Circoviridae

(Murphy et al., 1995). Vírus pertencentes a esta família tem em comum a simetria

icosaédrica, ausência de envelope, genoma covalentemente fechado e pequeno

(1759-2319 nucleotídeos), medindo de 16 à 18nm composto por DNA fita simples

circular (característica que permite distingue-los dos demais vírus). Nesta família

também estão incluídos o vírus da doença dos bicos e penas dos psitacídeos

(BFDV),  Circovírus dos  pombos  (PiCV),  Circovírus dos  canários  (CaCV)  e

Circovírus dos gansos (CoGV) (Todd, 2000; Finsterbusch & Mankertz, 2009).

O genoma do PCV2 possui 1768 nucleotídeos sendo composto por quatro

principais ORFs (“open reading frames” – regiões abertas de leitura).  A ORF1

(945nt),  que  se  estende  do  nucleotídeo  51  aos  995,  é  responsável  pela

codificação de duas proteínas associadas à replicação viral,  a  Rep e  Rep’.  A
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ORF2  (702nt),  que  se  estende  do  nucleotídeo  1735  aos  1034,  codifica  uma

proteína do capsídeo viral, a Cap, a qual é o principal determinante antigênico do

vírus.   A ORF3  (315nt),  que  se  estende  do  nucleotídeo  671  aos  357,  está

envolvida no processo de indução de apoptose pela ativação da rota iniciador

caspase-8 e efetor caspase 3 (Fan  et al., 2007; Finsterbusch & Mankert, 2009;

Vilcek et al., 2010), e a ORF4 (180nt) mais recente identificada foi expressa, que

se  estende  do  nucleotídeo  565  aos  386,  tem  função  na  replicação  viral  e

patogenicidade.  A ORF3 e a ORF4 são localizadas dentro da região do gene Rep

(ORF1). Além disso, um novo RNA mensageiro ORF3’ associado ao gene ORF3

foi  identificado durante a replicação viral  e foi  demonstrado primeiro relato de

trans-splicing no processo de maturação do RNA mensageiro em células PK-15

infectadas por PCV2 (Gao et al., 2013) (Figura 1). 

Figura  1:  Esquema  representativo  do  PCV2  com a  distribuição  das  quatro  principais  ORFs,
incluindo ORF1, ORF2, ORF3 e ORF4 (Gao et al., 2013). 
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A origem de replicação está localizada na região intergênica do genoma do

PCV2, com aproximadamente 84 nt (posição 1735 aos 1768 e 1 aos 51) sendo

caracterizada por uma suposta estrutura haste-laço composta por uma sequência

de  noves  nucleotídeos  (5’  –  (A/T)  AGTATTAC  –  3’  em  PCV2  e  PCV1,

respectivamente) a qual é conservada em todos os Circovírus e ladeada por uma

repetição invertida (palíndromo) de 11 nucleotídeos (Figura 2). Adjacente a esta

estrutura,  existe  uma sequência de seis  nucleotídeos (hexâmero)  repetidos. O

genoma  do  PCV2  se  replica  por  meio  da  replicação  círculo  rolante  (RCR)

(Finsterbusch & Mankertz, 2009).  

Figura  2:  Esquema  representativo  da  origem  de  replicação  do  PCV1  e  do  PCV2
(Finsterbusch & Mankertz, 2009).

Os circovírus são os menores vírus capazes de replicação autônoma em

células  de  mamíferos.  Devido  à  sua  simplicidade  genômica  e  estrutural,  a
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replicação requer a participação de várias proteínas das células hospedeiras e

ocorre durante a fase S do ciclo celular. A replicação do genoma viral ocorre no

núcleo das células e envolve a síntese de uma molécula de DNA de fita dupla

(replicativo intermediário). Após a síntese do replicativo intermediário, o genoma

é,  provavelmente,  replicado  pelo  mecanismo  de  círculo  rolante  (Figura  3).  A

replicação do genoma se inicia logo após a penetração do vírus na célula, pela

síntese da fita complementar de DNA. Sítios de ligação de fatores de transcrição

possuem papel  importante na regulação da transcrição do genoma (região do

promotor) e constituem a parte não transcrita do genoma. Após sua síntese, o

DNA replicativo intermediário é transcrito em RNA mensageiro (RNAm). A partir do

DNA replicativo intermediário, são produzidas moléculas de DNA de fita simples

circulares,  correspondentes  ao  DNA  genômico.  Essas  moléculas  são

encapsuladas  por  múltiplas  cópias  da  proteína  do  capsídeo.  A morfogênese

ocorre  no  núcleo  por  mecanismos  ainda  não  esclarecidos  (Nascimento,  2009

apud Flores, 2007).

Figura 3: Esquema representativo do ciclo de infecção do PCV (Finsterbusch & Mankertz, 2009).

Análises filogenéticas demonstraram dois maiores grupos de PCV2, que

ainda foram separados em clusters múltiplos: PCV2-grupo 1 (subtipo PCV2b) com
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3 clusters (1A, B e C) e PCV2-grupo 2 (subtipo PCV2a) com 5 clusters (2A-D e E).

O comprimento do genoma viral do grupo 1 é 1767 nucleotídeos, ao passo que o

comprimento  do genoma viral  do  grupo 2  é  1768 nucleotídeos (Olvera  et  al.,

2007). Ao nível de nucleotídeos, o PCV1 e o PCV2 compartilham cerca de 70%

de  identidade  entre  eles.  Enquanto  que  os  genótipos  PCV2a  e  PCV2b

compartilham uma identidade de aproximadamente 95%, e a principal diferença

entre  os  genótipos  de  PCV2  ocorre  no  gene  da  ORF2,  região  com  maior

variabilidade  nas  sequências  de  nucleotídeos  e  de  aminoácidos.  Tem  sido

proposto  que  as  diferenças  nas  sequências  de  aminoácidos  implicam  em

diferenças na patogênese, portanto o subtipo PCV2b parece ser mais virulento

que o subtipo PCV2a (Trible & Rowland, 2012). Estudos de patogênese celular

demonstraram diferenças  entre  PCV2b  e  PCV2a,  onde  PCV2b  foi  bem  mais

eficiente na infecção e virulência de células do que PCV2a (Dvorak et al., 2013).

Além  disso,  foram  descritos  os  subtipos  PCV2c,  PCV2d  e  PCV2e,

respectivamente (Dupont et al., 2008; Guo et al., 2010; Jantafong et al., 2011).  

Um  estudo  de  caracterização  genética  baseada  nas  sequências  que

codificam a proteína do capsídeo (ORF2) identificou diferenças na sequência de

nucleotídeos entre os dois grupos de genótipos PCV2, com o grupo 1 (PCV2b)

tendo a sequência CCCCG/TC (nucleotídeos 262-267) que codifica para Prolina e

Arginina  /  Prolina  e  Leucina (PR/PL),  enquanto  o  grupo  2  (PCV2a)  tem  a

sequência  AAAATC (nucleotídeos  262-267)  que  codifica  para  a  lisina  e

isoleucina (Kl) (Olvera et al., 2007).

O Circovírus resiste à inativação quando exposto ao ambiente ácido (pH 3),

a  clorofórmio,  a  temperaturas  entre  56ºC  e  70ºC,  ao  congelamento,  à  luz
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ultravioleta e a desinfetantes. O agente infeccioso permanece estável em fezes e

secreções respiratórias (Shibata et al., 2003).

Estudos  revelam que  os  PCVs  podem ser  inativados  por  desinfetantes

alcalinos (hidróxido de sódio), por agentes oxidantes (hipoclorito de sódio) e por

amônio quaternário ou fenol. O PCV2 resiste à ação de desinfetantes comerciais

com base em álcool, clorexidina ou iodo (Royer et al., 2001).

2.4 Síndrome Multissistêmica do Definhamento de Suínos 

(PMWS)

A PMWS  é  uma  doença  emergente  causada  pelo  PCV2,  de  grande

importância  econômica,  com  distribuição  mundial  e  que  causa  elevada

mortalidade  em  suínos  nas  fases  de  creche  e  de  crescimento  -  terminação

(Larochelle et al., 2003; Segalés et al., 2005b). 

A PMWS foi diagnosticada pela primeira vez no Canadá, em 1991, porém

existem relatos de estudos retrospectivos sobre a identificação da doença em

amostras de soros suíno coletadas em abatedouro no Canadá, em 1985 e 1989,

indicando  que  o  PCV2  estava  presente  nestes  suínos  antes  da  primeira

identificação da PMWS (Ciacci-Zanella et al., 2006 apud Magar et al., 2000).

A sua primeira identificação no Brasil ocorreu em 2000 (Zanella & Morés,

2000), porém estudos retrospectivos de tecidos arquivados desde 1988 indicam

que a doença possa ter ocorrido antes da sua primeira identificação em 2000

(Ciacci-Zanella et al., 2006).
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2.4.1. Sinais Clínicos

A PMWS acomete  suídeos,  principalmente  de  cinco  a  12  semanas  de

idade,  e  os  sinais  clínicos  mais  comuns  são:  disfunção  respiratória,

emagrecimento progressivo e diarreia.  As lesões macroscópicas são variáveis,

sendo mais frequentes  é  a  pneumonia  intersticial  e  a  linfadenopatia  sistêmica

especialmente envolvendo os  linfonodos inguinais,  mesentéricos,  brônquicos e

mediastinos que podem apresentar-se brancacentos e homogêneos à superfície

de corte,  além de lesões no pulmão,  rins,  intestino grosso e baço.  As lesões

histopatológicas  são  representadas  por  diminuição  do  número  de  linfócitos,

proliferação de histiócitos e formação de células multinucleadas (Allan & Ellis,

2000; Segalés et al., 2005a; Opriessnig et al., 2007).

Animais afetados pela PMWS apresentam também desidratação e icterícia

(Ciacci-Zanella & Morés,  2003),  distúrbios do sistema nervoso (Harding, 1998)

caracterizados por  tremores,  desordens locomotoras,  prostração,  convulsões e

depressão (Choi et al., 2002).

Tipicamente,  os  sinais  clínicos  são  evidentes  em  5-15%  dos  animais

afetados pela PMWS (muitos destes suínos morrem ou são sacrificados), a maior

parte dos problemas ocorrendo no final da fase de amamentação (desmame) ou

no início do período de engorda (Sorden, 2000). 

Segundo Darwich et al. (2004), quando da ocorrência da PMWS, cerca de

5-20% dos suínos entre 7 e 15 semanas de idade serão afetados, dos quais 80%

morrerão e aproximadamente 20% desses que desenvolveram o quadro clínico,

se recuperarão. 
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2.4.2. Transmissão

A detecção de PCV2 em  swab nasal, tonsilar, brônquico, urinário e fecal

sugere que as vias de transmissões podem ser as secreções oro-nasal, fecal e

urinária de animais com e sem sinais clínicos da PMWS. No entanto, quando o

animal apresenta sinais clínicos, a excreção do vírus é mais intensa (Segalés et

al., 2005b). 

O contato com suínos infectados, instalações, equipamentos e fômites são

fatores prováveis na transmissão horizontal do vírus; fatores de risco causadores

de  estresse,  como  densidade  elevada,  baixa  qualidade  do  ar,  água  e  ração,

mistura  de  lotes  com  procedência  e  idades  diferentes  e  presença  de

enfermidades  concomitantes  podem  intensificar  as  manifestações  clínicas  e

favorecer o desenvolvimento da doença (Madec et al., 2000). 

O vírus foi detectado em sêmen de suíno infectado experimentalmente com

PCV2 (Kim et al., 2001). A associação do PCV2 com abortos e natimortos indica

que  a  transmissão  transplacentária  também pode  ser  um fator  importante  se

matrizes soros-negativa forem infectadas durante a prenhez (Allan & Ellis, 2000). 

Segundo Madec et al. (2000), o período de transmissão ocorreria entre a 5ª

e a 16ª semanas, com fase crítica e mortes ocorrendo por volta da 13ª semana.

Segundo Ciacci-Zanella & Morés (2003) os prejuízos determinados pela PMWS,

além das mortes, devem-se ao declínio das taxas de crescimento e à queda da

conversão alimentar  determinada pela  elevação do número de suínos refugos

e/ou debilitados.
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2.4.3. Distribuição 

O PCV2 tem sido diagnosticado em países onde tem ou não relatos da

PCVD (Allan & Ellis, 2000; Segalés et al., 2005a). Isto tem sido demonstrado por

métodos de detecção sorológica, assim como viral. Anticorpos para PCV2 foram

encontrados em suínos de todos os continentes, com usual soroprevalência em

torno de 100% na  idade de abate dos animais. A alta prevalência de circulação

viral foi confirmada pela utilização de métodos de PCR em amostras de sangue

ou soro,  a  maioria  se  não todos os  animais adquiriram a  infecção em algum

momento durante  as  fases de  produção  - creche  ou crescimento - sem

necessariamente desenvolver a doença (Larochelle  et al., 2003; Segalés  et al.,

2005b). Portanto, é importante reconhecer que a infecção por PCV2 pode ocorrer

na ausência da circovirose (Sorden, 2000).

 Investigações sorológicas para detecção de anticorpos para PCVs foram

feitas em suínos na Alemanha (Tischer  et al.,  1986),  Canadá  (Dulac &  Afshar,

1989),  Grã-Bretanha (Edwards &  Sands, 1994),  Irlanda do Norte (Allan et al.,

1994),  e  revelaram que o vírus está difundido na população suína.  No Brasil,

acredita-se que a infecção por PCV2 esteja disseminada em rebanhos afetados e

não afetados por PMWS (Ciacci-Zanella et al., 2006; Barbosa et al., 2008).  

2.5. Diagnóstico

A vasta disseminação do PCV2 na população de suínos representa uma

dificuldade na avaliação do estado sanitário do plantel. Por esta razão, a detecção

do agente/ a detecção de produtos da sua replicação ou a presença de anticorpos
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apenas indicam a presença de infecção, não sendo em nenhum caso indicativo

de doença (Castro et al., 2007). 

A  grande  gama  de  manifestações  clínicas  da  PMWS  indica  que  é

necessário se obter um extenso e variável diagnóstico diferencial. O diagnóstico

precisa seguir basicamente três critérios: (i) identificação da presença de sinais

clínicos  compatíveis,  (ii)  identificação  da  presença  de  lesões  linfoides

características,  e  (iii)  detecção  do  agente  (PCV2)  dentro  dessas  lesões

(Finsterbusch e Mankertz, 2009).

A literatura descreve várias técnicas de diagnóstico para a detecção do

PCV2, dentre elas, isolamento viral, imuno-histoquímica, hibridização in situ, PCR,

nested-PCR (NPCR), e PCR em tempo real (Ellis et al., 1999; Allan & Ellis, 2000;

Kim & Chae, 2003; Ciacci-Zanella et al., 2006; Vilcek et al., 2010; Zheng L-l et al.,

2013).

2.5.1. Hibridização in situ e Imuno-histoquímica 

A Hibridização in situ (HIS) para PCV2 utiliza uma sonda de DNA marcada

que corresponde a uma parte do genoma do PCV2. Na imuno-histoquímica (IHQ)

utiliza-se um anticorpo monoclonal ou policlonal para detectar antígeno de PCV2

em  secções  de  tecido  fixadas  com  formol  e  embebidas  em  parafina.  A HIS

demonstra ser mais específica (Opriessnig et al., 2007).

Barbosa & Freitas (2008) utilizaram a técnica de imuno-histoquímica (IHQ)

e de imunoperoxidase em monocamada de células (IPMC) para demonstração de

anticorpos  contra  o  Circovírus suíno  tipo  2  (PCV2)  e  detectaram  títulos  de
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anticorpos nas faixas etárias de duas a três semanas até animais acima de 24

semanas de idade, indicando que a infecção viral ocorreu endemicamente. 

2.5.2. PCR, NPCR e PCR em tempo real

A reação em cadeia da polimerase (PCR) pode diferenciar PCV1 e PCV2,

sendo considerada uma técnica muito sensível. Um PCR quantitativo determina a

quantidade  de  ácido  nucleico  viral  em soro  e  tecidos,  portanto  tem um valor

preditivo da evolução clínica, podendo ser bastante útil no diagnóstico (Segalés et

al., 2005b).

Ciacci-Zanella  et  al.  (2006)  identificaram  o  Circovírus suíno  tipo  2  por

NPCR e imuno-histoquímica.  Larochelle et al. (1999) utilizaram a multiplex PCR

para detecção do Circovírus suíno tipo 2 (PCV2). 

KIM et al. (2001) desenvolveram a multiplex nested-PCR para detecção e

diferenciação do PCV1 e PCV2 em sêmen de suíno, e encontraram 50% (30/60)

de positividade para o PCVs (sendo 20 amostras positivas tanto para o PCV1

quanto para o PCV2). Kim & Chae (2003) utilizaram a multiplex nested-PCR para

diferenciar  PCV1,  PCV2  e  parvovirus suíno  (PPV)  em  tecidos  incluídos  em

parafina  e  compararam a técnica  de  multiplex  nested-PCR com a técnica  de

hibridização in situ e obtiveram 100% de positividade para os agentes virais. 

Recentemente, a PCR em tempo real foi otimizada e vem sendo utilizada

na detecção do PCV2 (Vilcek et al., 2010; Zheng L-l et al., 2013).

2.5.3. STNPCR
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A técnica  de  PCR  é  um  método  molecular  capaz  de  amplificar  uma

sequência específica de DNA, sendo sensível e específica aliada à simplicidade

de  execução  e  aplicação  em diagnóstico  de  várias  doenças.   Entretanto,  em

algumas situações, a PCR convencional não é suficiente para a detecção de uma

determinada sequência de DNA. Para estas situações uma variação da PCR é

empregada, denominada de “nested” PCR (NPCR) (Ciacci-Zanella et al., 2006). A

NPCR constitui-se  de uma dupla  reação  de PCR.  A reação  de  PCR inicial  é

processada e seu produto final usado como “template” em uma segunda reação

de PCR, usando agora “primers” internos aos da primeira reação. Isto aumenta a

sensibilidade  da  detecção,  no  entanto,  também  aumenta  os  riscos  de

contaminação. Na tentativa de reduzir esta possibilidade de contaminação, uma

modificação no procedimento foi inserida de modo que as duas reações possam

ocorrer em um mesmo todo. Esta variação da técnica foi denominada de “nested”

PCR em tubo único (STNPCR) (Souza et al., 2007), (Figura 4).
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Figura 4: Esquema representativo da nested-PCR em tubo único (STNPCR) (Souza et al., 2007). 

2.6. Controle

Atualmente não se conhece uma forma capaz de controlar a PMWS de

modo eficiente e nem um tratamento efetivo para essa enfermidade.  Em geral

propriedades acometidas por  PCV2 apresentam muitos  erros de manejo e de

forma a superar essas deficiências,  Madec  et al.  (2000) criou um conjunto de

medidas de manejo que ficaram conhecidas como o plano dos 20 princípios de

Madec (Quadro 1). 

Quadro 1: 20 Princípios de Madec (Madec, 2000).
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2.7. Vacinas Comerciais 

Até o presente momento, quatro vacinas já foram produzidas (Quadro 2) e

são baseadas em cepas do genótipo PCV2a. A primeira vacina no mercado foi a

CIRCOVAC®, do laboratório Merial, com PCV2 inativado, adjuvante oleoso para

uso em matrizes e marrãs de duas a quatro semanas antes da parição, disponível

no Canadá, Europa e Brasil (Garcia, 2008; Grau-Roma et al., 2011).

As outras três vacinas comerciais são vacinas recombinantes,  utilizadas

em suínos em crescimento, ao redor da terceira semana de idade. Suvaxyn PCV2

OneDose®  é  produzida  com  base  em  um  vírus  quimérico  da  infecção,  que

contém  o  gene  imunogênico  ORF2  do  PCV2  inserido  na  estrutura  genômica

central não patogênica do PCV1, disponível nos Estados Unidos, aprovada pela
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Comissão  Técnica  Nacional  (CTNBIO),  já  que  é  um  produto  geneticamente

modificado.  A empresa  espera  liberação  para  comercialização  no  Brasil  pelo

Ministério da Agricultura. Ingelvac CircoFLEX®, disponível nos Estados Unidos, e

Porcilis  PCV®  Circumvent®,  não  disponível  no  Brasil,  são  vacinas  de

subunidades baseadas em um produto da ORF2 expresso no baculovirus (Garcia,

2008; Kekarainen et al., 2010).

Uma nova variante PCV2b foi encontrada nos Estados Unidos, associada a

PCVAD em animais já vacinados e que não obtiveram resposta imunológica, visto

que as vacinas comerciais são baseadas no genótipo PCV2a, não tendo ação

protetiva contra esta variante PCV2b (Opriessnig et al., 2013). 

Quadro 2: Vacinas Comerciais (Grau-Roma et al., 2011). 
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3. Objetivos

3.1. Geral
Desenvolver a técnica de STNPCR para detecção do Circovírus suíno tipo

2 (PCV2) bem como avaliar a presença de diferentes variantes deste vírus em

Pernambuco.

3.2. Específicos
1. Padronizar a técnica baseada em nested-PCR para detecção de PCV2. 

2. Avaliar a sensibilidade da STNPCR em amostras clínicas de suínos. 

2. Descrever as variantes de PCV2 circulantes em Pernambuco.
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4. Material e Métodos

4.1. Amostras controles e Amostras clínicas

 Foram  utilizados  controles  positivos  e  negativos  de  referência  para  o

PCV2, gentilmente, cedidos pelo Laboratório MICROVET e Embrapa Suínos e

Aves, SC. Ambos os controles de referência foram obtidos a partir de linfonodos

inguinais. As amostras negativas de referência foram obtidas a partir de células

(SK6) e de células SK6 positivas para o PCV1 de rim de suínos. Foram coletadas,

no abatedouro, 55 amostras de tecidos (30 linfonodos, 25 pulmões) de 25 suínos

clinicamente  saudáveis.  Após  a  coleta,  as  amostras  foram  devidamente

identificadas, acondicionadas em gelo e transportadas ao laboratório. Os tecidos

foram fragmentados e pesados para obter 20 mg. O DNA total foi extraído pelo kit

comercial Wizard® (Genomic DNA Purification - Promega, EUA) e armazenado a

-20°C até a realização das análises.

4.2. Construção do controle positivo de referência

Para delimitar  a ORF2 do PCV2, foi  desenhado um par de  primers com

base na  sequência  do genoma viral  BRA1, isolado no Brasil  e depositado no

GenBank (número de acesso DQ364650.1). O programa utilizado para desenhar

os  primers  foi  o  Primer3  o  qual  se  encontra  disponível  na  internet  (Rozen  &

Skaletsky, 1999). Os  primers F0 (5′  ATGACGTATCCAAGGAGGCG 3′) e R0 (5′

TTAGGGTTTAAGTGGGGGGTC 3′). A ORF2 do PCV2 foi amplificada por PCR a

partir da amostra de referência do PCV2. O produto amplificado esperado de 700

pb  foi  clonado  no  vetor  pGEM-T  (Promega,  EUA)  e  a  construção  foram

38



transformadas em  E.coli (DH5 alfa). Após a extração plasmidial a clonagem foi

confirmada por sequenciamento.

4.3. Primers

A reação  “outer-PCR”  (externa)  foi  realizada  com  um  par  de  primers

externos F1: 5' - CGGATATTGTAGTCCTGGTCG -3' (posição 1095-1115) e R1: 5'

-  ACTGTCAAGGCTACCACAGTCA -3'  (posição 1570-1549),  que amplificou um

produto de 481 pb. A partir  deste produto procedeu-se a reação “nested-PCR”

(interna),  utilizando  um  par  de  primers  internos  F2:  5'  -

GATTGTATGGCGGGAGGA  GT  -3'  (posição  1286-1305)  e  R2:  5'  -

ATTGACGACTTTGTTCCCCC  -3'  (posição  1510-1491),  que  amplificou  um

produto final de 225 pb contido no fragmento anteriormente amplificado (Kim  et

al., 2001).

 

4.4. Nested-PCR em tubo único (STNPCR)

 A PCR convencional e a NPCR foram realizadas conforme descrito por

Kim et al. (2001) com adaptações. A técnica de STNPCR foi realizada conforme

descrita por Souza et  al. (2007) com modificações.  As duas etapas das reações

foram analisadas de forma independentes  e  a  temperatura  de anelamento  foi

padronizada  (sendo  testadas,  60ºC,  62ºC  e  65ºC)  para  ambas  as  reações

(externa  e  interna).  Os  parâmetros  números  de  ciclos  (15  e  45  ciclos)  e

concentração dos primers (1 pmol: 10 pmol) foram conforme citados por Souza et

al. (2007). Resumidamente as reações foram otimizadas por concentrações de 1

U da Taq DNA Polymerase, 0,2 mM de desoxinucleotídeos (dNTP), 1,5 mM de
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MgCl2,  0,04  mM de  primers externos e 0,4  mM  de  primers internos (1 pmol:  10

pmol) e 4 mL dos controles e das amostras clínicas. 0,4 mM dos primers internos

com marcações do corante azul de bromofenol foram previamente imobilizados

no interior da tampa do tubo de  eppendorf 0,2 mL e incubados à temperatura

ambiente até a secagem, após a imobilização dos  primers internos a reação foi

preparada. A primeira etapa de amplificação consistiu de 15 ciclos (95°C por 1

min, 60°C por 1 min e extensão a 72°C por 1 min).  Após o término dos 15 ciclos,

o  termociclador  foi  interrompido  à  temperatura  de  95ºC  e  os  tubos  foram

invertidos  por  cinco  vezes  até  dissolver  completamente  os  primers internos

imobilizados na tampa do tubo. Posteriormente centrifugados por 1400 RPM por

30s  e  retornados  a  máquina  para  a  segunda  etapa  de  amplificação,  que

compreendeu desnaturação a 95ºC por 1 min, anelamento a 62°C por 1 min e

extensão a 72°C por 1 min, durante 45 ciclos.

  

4.5. Ensaios de sensibilidade e especificidade

 A sensibilidade  de  detecção  das  metodologias  foi  avaliada  através  de

diluições em série de DNA do controle positivo de referência. A concentração de

DNA foi  medida com espectrofotômetro  NanoVue (GE Healthcare,  São Paulo,

Brasil). Foi testada a gama de diluições 2.5x108 a 2,5x102 cópias de DNA. Este

procedimento foi realizado para todos os ensaios de PCR. A especificidade dos

primers contra outros patógenos suínos foi previamente avaliado por Kim  et al.

(2001). No entanto, a especificidade dos iniciadores foi também testada utilizando

as amostras negativas de referência.

4.6. Comparações da STNPCR, NPCR e PCR Convencional
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 A fim de avaliar  o  desempenho das técnicas STNPCR,  NPCR e PCR

convencional em amostras clínicas, foi utilizado DNA extraído de 55 amostras de

tecidos de  suínos.  A  comparação também  foi realizada  utilizando diluições

seriadas do controle positivo para determinar a sensibilidade das técnicas.

4.7. Análise dos produtos da PCR

 Todos os fragmentos amplificados foram analisados através de eletroforese

em gel de agarose a 2% e corados com Brometo de etídeo. A visualização do gel

foi  realizada  por  transiluminação  em  luz  ultravioleta.  O  peso  molecular  do

fragmento  amplificado  foi  comparado  com  um  marcador  de  peso  molecular

disposto  no  gel  juntamente  com  as  amostras  e  com  os  controles  positivo  e

negativo da reação (Mendes et al., 2008).

4.8. Sequenciamento e Análise bioinformática

 Os amplicons foram sequenciados utilizando o kit ABI PRISM BigDye®

Terminator  Cycle  Sequencing  (Applied  Biosystems,  CA,  USA).  A qualidade  do

sequenciamento e a montagem dos  contigs foram realizadas com o auxílio dos

programas  Pregap4  e  Gap4,  que  fazem  parte  do  pacote  Staden

(http://staden.sourceforge.net/).  Alinhamentos  locais  foram  realizados  com  a

ferramenta  BLAST  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).  Alinhamentos  múltiplos

utilizando  o  BioEdit  Sequence  Align-ment  Editor

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.  html)  foram  realizados  entre  as

sequências do Circovírus suíno tipo 2 encontrado e as sequências depositadas no

banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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4.9. Estudo de achado técnico

Nosso estudo de achado técnico baseou-se nos experimentos de Olvera et

al. (2007). Um estudo de caracterização genética baseada nas sequências que

codificam  a  proteína  do  capsídeo  (ORF2)  identificou  diferenças  nucleotídicas

entre  os  dois  grupos  de  genótipos  PCV2,  com  o  grupo  1  (PCV2b)  tendo  a

sequência  CCCCG/TC (nucleotídeos  262-267)  que  codifica  para  Prolina  e

Arginina  /  Prolina  e  Leucina  (PR/PL),  enquanto  o  grupo  2  (PCV2a)  tem  a

sequência  AAAATC (nucleotídeos  262-267)  que  codifica  para  a  lisina  e

isoleucina (Kl) (Olvera et al., 2007), (Figura 5). 
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Figura 5: Esquema representativo da ORF2 de PCV2 mostrando as regiões de anelamento dos
primers externos específicos para o PCV2 (em verde) e as sequências específicas dos subtipos
PCV2a e PCV2b (em amarelo).
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5. Resultados

5.1. Nested-PCR em tubo único (STNPCR)

Para a STNPCR, optou-se por usar as concentrações dos primers externos

e internos de 0,04 mM e 0,4 mM, respectivamente. Enquanto que as temperaturas

de anelamento foram padronizadas sendo de 60ºC e 62ºC, respectivamente, e os

números de ciclos 15 e 45 nos 1º e 2ª estágios. O desenvolvimento da STNPCR

resultou em amplificação do produto esperado de 225 pb relativo ao PCV2 (Figura

6). Na aplicação clínica, a STNPCR foi capaz de detectar o PCV2 em 100% das

amostras  analisadas  (Figura  7),  posteriormente  confirmadas  pelo

sequenciamento.

Figura  6: Desenvolvimento  da  STNPCR.  M:  100  bp  DNA ladder  (Ludwig  Biotec);  duplicata1:
amostra clínica; duplicata C+: controle positivo de referência; C1: controle negativo de referência
(animal SPF); C2: células negativas (SK6), C3: células SK6 positivas para o PVC1, e C- controle
negativo de reação (água).
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Figura 7: Gel representativo da STNPCR na detecção do PCV2 em amostras clínicas. M: 100 bp 
DNA ladder (Ludwig Biotec); Canaletas 1-6: amostras clínicas; C+: controle positivo de referência;  
C-: controle negativo de referência (animal SPF), C-: controle negativo de reação (água).

5.2. Ensaio de sensibilidade e especificidade

A STNPCR e NPCR descritas tiveram sensibilidade de 2,5x104 cópias de

DNA, enquanto que a PCR convencional apresentou 2,5x105 cópias de DNA. Na

comparação com a PCR convencional,  a  STNPCR foi  10 vezes mais sensível

(Figura 8).

Os ensaios permitiram a verificação dos resultados positivos e negativos,

bem como a ausência de reações inespecíficas. O sequenciamento confirmou a

positividade  das  amostras.   A especificidade  dos  primers  foi  avaliada  com  a

utilização  dos  controles  negativos  e  positivos,  os  primers  utilizados  foram

específicos ao PCV2, pois não ocorreu contaminação cruzada nas reações. Para
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avaliação da especificidade dos primers com relação a outros patógenos suínos,

já tinha sido avaliada por Kim et al., 2001. 

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose mostrando o limite de detecção da PCR (A), NPCR (B) e
STNPCR (C).  Canaletas 1 a 5: Gama de diluição do controle positivo de referência 2.5x108 a 
2,5x104 cópias de DNA.  M1kb - 1 kb DNA ladder (Promega); M100 - 100 bp DNA ladder (Ludwig 
Biotec); C-: controle negativo de reação (água).

 

5.3. Aplicação clínica 

Na aplicação clínica, a PCR convencional foi capaz de detectar 67% das

amostras  positivas,  enquanto  que  a  NPCR  e  STNPCR  identificou  100%  das

amostras como positivas (Tabela 1).

Tabela 1: Detecção do DNA de PCV2 em amostras clínicas utilizando as técnicas de PCR,
NPCR e STNPCR.

Amostras Quantidade PCR Convencional NPCR STNPCR
Linfonodo 
inguinal

5 100% (5/5) 100% (5/5) 100% (5/5)

Linfonodo 25 56% (14/25) 100% (25/25) 100% (25/25)
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Mediastino
Pulmão 25 72% (18/25) 100% (25/25) 100% (25/25)
Total 55 67% (37/55) 100% (25/25) 100% (25/25)
PCV2: Circovírus suíno tipo 2; NPCR: Nested-PCR; STNPCR, Nested-PCR em tubo único.

5.4. Sequenciamento e Análise Bioinformática

O resultado do sequenciamento confirmou a infecção das amostras pelo

PCV2, as sequências obtidas apresentaram identidade entre 98 e 99% com as

sequências virais já descritas (Quadro 3). 

Quadro 3: Resultado do sequenciamento e análise bioinformática das amostras e do controle
positivo de referência.
Acesso Descrição Score E-value Identidade Query Amostra

EU755379.1 Porcine
Circovírus 2

845 0.0 99% 97% A1

EU755379.1 Porcine
Circovírus 2

843 0.0 99% 97% A2

EU755379.1 Porcine
Circovírus 2

841 0.0 99% 97% A3

EU755379.1 Porcine
Circovírus 2

841 0.0 99% 97% A4

EU755379.1 Porcine
Circovírus 2

850 0.0 99% 97% A7

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

939 0.0 98% 100% A5

FJ998185.1 Porcine
Circovírus 2

924 0.0 99% 100% A6

FJ998185.1 Porcine
Circovírus 2

915 0.0 99% 97% A8

FJ998185.1 Porcine
Circovírus 2

959 0.0 99% 100% A9

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

950 0.0 99% 100% A10

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

937 0.0 99% 100% A11

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

915 0.0 98% 100% A12

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

946 0.0 99% 100% A13

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

946 0.0 98% 100% A14

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

948 0.0 99% 99% A15
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FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

898 0.0 98% 98% A17

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

926 0.0 99% 98% A19

Acesso Descrição Score E-value Identidade Query Amostra

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

961 0.0 99% 100% A20

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

907 0.0 99% 98% A21

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

953 0.0 99% 100% A22

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

955 0.0 99% 100% A23

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

939 0.0 98% 100% A24

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

929 0.0 98% 99% A25

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

917 0.0 98% 100% A26

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

950 0.0 98% 100% A27

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

952 0.0 99% 100% A28

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

955 0.0 99% 100% A29

FJ998185.1 Porcine
Circovírus 2

937 0.0 98% 100% A32

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

955 0.0 99% 100% A34

FJ644930.1 Porcine
Circovírus 2

918 0.0 99% 100% A35

FJ998185.1 Porcine
Circovírus 2

952 0.0 99% 100% A45

FJ998185.1 Porcine
Circovírus 2

959 0.0 99% 100% A47

FJ998185.1 Porcine
Circovírus 2

913 0.0 99% 99% A50

FJ998185.1 Porcine
Circovírus 2

929 0.0 98% 100% A53

JF317579.1 Porcine
Circovírus 2

961 0.0 99% 100% C+
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5.5. Estudo de Achado Técnico

A classificação das amostras de Pernambuco foi realizada com base nas

sequências específicas para os subtipos PCV2a e PCV2b (Tabela 2). 

Subtipo PCV2a - sequência específica AAAATC nas posições 262-267.

Subtipo PCV2b – sequências específicas CCCCGC ou CCCCTC nas posições

262-267.

Tabela 2: Classificação das amostras de PCV2 oriundas de Pernambuco com base em 
nucleotídeos nas posições 262-267 das sequências da ORF2. 

Amostras Sequências de
Nucleotídeos

(posição 262-267)

Subtipos Clusters

A1 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A2 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A3 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A4 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A6 CCCCTC PCV2b 1 C

A10 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A12 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A14 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A17 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A18 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A19 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A20 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A21 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A22 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A24 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A26 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A28 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A32 AAAATC PCV2a -
A34 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A46 AAAATC PCV2a -
A48 CCCCGC PCV2b 1 A/B
A51 CCCCTC PCV2b 1 C

Controle positivo CCCCGC PCV2b 1 A/B
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6. Discussão

A viabilização de técnicas laboratoriais mais eficazes para a detecção do

PCV2 é fundamental. A literatura reporta a identificação de sequências do DNA do

PCV2 por técnicas moleculares como hibridização in situ e PCR (Larochelle et al.,

1999; Kim & Chae, 2003; Ciacci-Zanella  et al., 2006; Vilcek  et al., 2010). Neste

estudo desenvolvemos e avaliamos a STNPCR para detecção do DNA do PCV2. 

A STNPCR já foi desenvolvida e aplicada com sucesso para a detecção de

vários patógenos dentre eles: o Schistosoma mansoni, a Yersinia pestis, o Vibrio

cholerae e a Salmonella sp (Abath et al., 2002; Stankecivius et al., 2006; Souza et

al., 2007; Mendes et al., 2008). O novo método preserva os princípios básicos da

PCR,  porém  permite  que  as  duas  etapas  das  reações  ocorram  de  forma

independente no mesmo tubo. Esse fato é atribuído à fixação do segundo par de

primers na parte interna da tampa do tubo (Abath et al., 2002). 

Picken et al. (1996) relataram que a principal desvantagem da NPCR é ser

realizado em duas etapas, o que aumenta o risco de contaminação das amostras

negativas  com os  produtos  derivados  de  amplificações  positivas.  Abath  et  al.

(2002)  e  Souza  et  al.  (2007),  evidenciaram que na STNPCR a contaminação

cruzada é drasticamente reduzida, devido à fixação do segundo par de primers na

parte interna da tampa do tubo. Essas observações foram compartilhadas com os

resultados obtidos onde não foram evidenciadas contaminações cruzadas.

A otimização dos parâmetros temperaturas de anelamento, concentrações

dos  primers externos  e  internos  bem  como  o  número  de  ciclos  foram

fundamentados  nos  estudos  de  Souza  et  al.  (2007)  e  Kim  et  al.  (2001).  Os
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resultados  mostraram  que  o  consumo  dos  primers no  primeiro  estágio  de

amplificação não interferiu na cinética do segundo estágio da reação. Não foram

observadas reações cruzadas nas amostras. 

A técnica de STNPCR teve um limite de detecção de  2,5x104 cópias de

DNA viral, demonstrando alta sensibilidade, enquanto que a PCR convencional

obteve um sensibilidade menor de 2,5x x105  cópias de DNA. Yang et al. (2007),

comparando a PCR em tempo real e a PCR convencional, obtiveram resultados

semelhantes ao nosso trabalho, onde a PCR em tempo real  foi  mais sensível

fornecendo um limite de detecção de 1x103  a 1x1011 cópias de DNA por reação,

enquanto que a PCR convencional detectou a partir de 1x106 cópias de DNA. Da

mesma forma, Brunborg et al. (2004) relataram um limite de detecção de 1,2x103

cópias de DNA utilizando a PCR em tempo real. 

A STNPCR apresentou sensibilidade superior  quando comparada com a

PCR convencional, sendo estes resultados similares aos encontrados na literatura

para outros organismos (Abath  et al., 2002; Souza  et al., 2007; Mendes  et al.,

2008).  Em contrapartida, nossos resultados mostraram que STNPCR e a NPCR

apresentaram valores de sensibilidades iguais. Esses resultados de sensibilidade

divergem  dos  estudos  de  Mendes  et  al.  (2008)  que  encontraram  maior

sensibilidade para a STNPCR. Os autores Abath et al. (2002) e Saini et al. (2009)

verificaram  menor  sensibilidade  para  STNPCR  com  relação  à  NPCR.  Os

resultados de sensibilidades obtidos por  esses autores  são diferentes  quando

comparados aos deste trabalho, possivelmente em razão, do agente em estudo,

da região  amplificada do genoma,  protocolo  de  extração do DNA,  método de

avaliação da sensibilidade e/  ou  dos  reagentes  utilizados (Espy  et  al.,  2006).
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Essas  propriedades  isoladas  ou  associadas  podem alterar  o  desempenho  da

PCR.

A  especificidade da  técnica foi  confirmada  pelo sequenciamento dos

produtos amplificados a partir de amostras clínicas. Os resultados mostraram 98%

e  99%  de  identidade para a  sequência  do  genoma PCV2 depositadas no

GenBank. Além disso, usamos tecidos de suínos SPF e DNA de célula de rim de

suíno (SK6) para verificar possível amplificação cruzada com o genoma do suíno

(Murphy et al., 1995). A ausência de amplificação mostra que os primers utilizados

no ensaio são específicos para o vírus.

A  alta  positividade  encontrada  para  PCV2  nos  nossos  resultados  é

sustentada por Larochelle et al. (1999) que analisaram 42 amostras de tecidos por

multiplex-PCR e encontraram 40 amostras positivas para PCV2. Opriessnig et al.

(2004) relataram que o PCV2 é considerado comum na população de suínos.

Barbosa  et  al.  (2008)  verificaram  que  a  infecção  pelo  PCV2  pode  estar

disseminada  em  suínos  criados  intensivamente  sem  a  ocorrência  dos  sinais

clínicos da PMWS. 

Além da sensibilidade e  especificidade,  a  STNPCR é um procedimento

simples e prático.  Mendes  et al.  (2008),  verificaram que após preparação dos

tubos, estes podem ser armazenados por cinco meses à temperatura de -20ºC.

Soma-se  ao  fato  que  a  STNPCR poder  ser  realizada  em laboratórios  com o

mínimo de equipamentos de biologia molecular.

A classificação genética das amostras no estado de Pernambuco, a partir

do estudo de achado técnico, corrobora com os achados do Brasil, onde já foram

relatados os subtipos PCV2a e PCV2b, com maior prevalência para o subtipo
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PCV2b (Ciacci-Zanella et al., 2009). Assim como, nos diversos países que foram

realizados  estudos  de  filogenia,  a  maioria  dos  estudos  baseia-se  na

caracterização dos subtipos PCV2a e PCV2b sugerindo o PCV2b como subtipo

mais patogênico que o PCV2a e mais predominante em rebanhos afetados pela

PMWS (Trible & Rowland, 2012).  Inclusive outros subtipos foram encontrados,

como o PCV2c relatado na Dinamarca (Dupont  et al., 2008) e o PCV2d foi bem

relatado na China (Guo et al., 2010) e o mais novo subtipo PCV2e encontrado na

Tailândia (Jantafong et al., 2011).

.
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7. Conclusões

A STNPCR desenvolvida se mostrou eficaz para a detecção do DNA do

PCV2 em amostras clínicas.  A alta sensibilidade e especificidade aliada à alta

confiabilidade  dos  resultados  fazem  do  método  adequado  para  investigações

epidemiológicas do PCV2 e pode auxiliar no diagnóstico laboratorial da PMWS.

 

Como  o  PCV2  é  um  grande  problema  para  suinocultura  industrial,  o

desenvolvimento desse método alternativo e o estudo de achado técnico foram

importantes, onde se obteve uma caracterização viral da propriedade comercial

de  suínos.  Isso  traz  consequências  positivas  para  obtenção  de  medidas  de

controle efetivo e diminuição das perdas econômicas para os produtores. 
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Summary

Porcine circovirus 2 (PCV2) is a common virus in pig population and is associ-

ated with the postweaning multisystemic wasting disease (PMWS). In this study,

it was developed and evaluated the single-tube nested PCR (STNPCR) method

for the detection of PCV2 DNA. PCV2 reference controls and swine tissue sam-

ples were used, and primers were selected for targeting specific regions of the viral

genome. In comparison of the methods, STNPCR was 10 times more sensitive

than conventional PCR and showed the same sensitivity to nested PCR (NPCR),

but with reduction in the risk of cross-contamination. In clinical application, 55

tissue samples were analysed by conventional PCR and resulted in 67% (37/55) of

positive reactions, while the NPCR and STNPCR were able to identify the pres-

ence of viral DNA in 100% (55/55) of the samples. The high sensitivity combined

with the elimination of cross-contamination makes the STNPCR method suitable

for the epidemiological studies of PCV2 and can aid in the diagnosis of PMWS.

Introduction

Currently, the terminology porcine circovirus diseases

(PCVD) or Porcine circovirus-associated diseases

(PCVAD) is used to encompass all clinical conditions asso-

ciated with Porcine Circovirus type 2 (PCV2) infection.

Postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) is

the most important PCVD (Allan et al., 2002; Baekbo

et al., 2012) and affects pigs from 6 to 12 weeks of life

(Segalés et al., 2005).

Porcine Circovirus type 2 is a non-enveloped virus

whose genome consists of a single-stranded circular DNA

with a size of 1700 bp. It is a member of the genus Circovi-

rus of the family Circoviridae (Murphy et al., 1995). The

viral genome contains three open reading frames, ORF1

encoding a replicase, ORF2 encoding the capsid protein

and ORF3 encoding a protein related apoptosis (Fan et al.,

2007; Vilcek et al., 2010).

Serological data show that PCV2 infection is common in

the swine and wild boars populations worldwide. In several

European and American countries, PCV2 infection is wide-

spread in commercial swine and can occur in herds affected

and unaffected by the PMWS (Opriessnig et al., 2004;

Barbosa et al., 2008).

The PMWS diagnosis is complex and should be based on

criteria such as individual and collective clinical signs, patho-

logical lesions and histopathological characteristics of the

disease and the presence of PCV2 (Segalés et al., 2005;

Barbosa and Freitas, 2008). The identification of PCV2 can

be performed by laboratory techniques, among them are

the virus isolation, identification of viral proteins by immu-

nohistochemistry and the viral genome detection by in situ

hybridization, PCR and real-time PCR (Ellis et al., 1999;

Kim and Chae, 2003; Brunborg et al., 2004; Segalés et al.,

2005; Yang et al., 2007; Ogawa et al., 2009; Vilcek et al.,

2010).

The PCR has been used to identify PCV2 DNA

sequences. Previous studies show the development of the

single-tube nested PCR (STNPCR) for the detection of

viral, bacterial and parasitic agents (Abath et al., 2002;
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Montenegro et al., 2004; Souza et al., 2007; Saini et al.,

2009). In the literature, there are no findings about the

application of STNPCR for the detection of PCV2.

Therefore, the first objective of this study was to develop

STNPCR for identification of PCV2 DNA. The second aim

involved the application of STNPCR in 55 swine tissue

samples to evaluate its diagnostic power in clinical samples.

Material and Methods

Samples

Porcine Circovirus type 2-positive sample kindly provided

by MICROVET Laboratory (Minas Gerais, Brazil) was used

to construct the reference-positive control. For reference-

negative control, a negative sample was obtained from a

Specific Pathogens Free (SPF) animal, kindly provided by

EMBRAPA Swine and Poultry (Santa Catarina, Brazil).

Both reference controls were obtained from inguinal lymph

nodes. Negative samples were obtained from swine kidney

cells (SK6) and PCV1-positive SK6 cell.

We tested 55 samples from 25 pigs at the slaughter-

houses. The samples were collected from different tissues,

five from inguinal lymph nodes, 25 from mediastinal

lymph nodes and 25 from lungs. We emphasize that 44%

of the animals had macroscopic lesions as lymphadenopa-

thy and/or lung lesions consistent with PMWS. After col-

lection, the samples were properly identified, packed in ice

and transported to the laboratory. The tissues were frag-

mented and weighed to obtain 20 mg. Total DNA was

extracted by commercial kit (Wizard® Genomic DNA Puri-

fication; Promega, Wisconsin, USA) and stored at �20°C
until analysis.

Construction of reference-positive control

As positive control, we decided to use the complete PCV2

ORF2. The primers F0 (5′ ATGACGTATCCAAGGAGGCG
3′) and R0 (5′ TTAGGGTTTAAGTGGGGGGTC 3′) were

designed based on the sequence of the viral genome BRA1

strain, isolated in Brazil and deposited in GenBank (acces-

sion number DQ364650.1). The computer software used

was Primer3, freely available (Rozen and Skaletsky, 1999).

PCV2 ORF2 was amplified by PCR from inguinal lymph

nodes positive for PCV2. The expected amplified product

of 700 bp was cloned into pGEM-T vector (Promega), and

the construction was used to transform Escherichia coli

DH5a. After plasmid extraction, the recombinants were

confirmed by sequencing.

STNPCR

The conventional PCR and the nested PCR (NPCR) were

performed as described by Kim et al. (2001) with modifi-

cations. For the STNPCR, a pair of external (outer)

primers was used: F1 (5′-CGGATATTGTAGTCCT GGT

CG-3′) and R1 (5′-ACTGTCAAGGCTACCACAGTCA-3′),
which flanked a region of 481 bp specific for PCV2. In

the second reaction, we used the pair of internal (inner)

primers F2 (5′-GATTGTATGGCGGGAGGAGT-3´) and

R2 (5′-ATTGACGACTTTGTTCCCCC-3′) that amplified

a fragment of 225 bp also specific to PCV2 (Kim et al.,

2001).

To standardize the reactions, the annealing temperature

parameter was optimized based on the protocol of Kim

et al. (2001). The temperatures tested were as follows: 60,

62 and 65°C. The other parameters were taken according to

Souza et al. (2007). Briefly, the reactions were performed

in a 50 ll of reaction mixture containing 1.5 mM MgCl2,

19 PCR buffer, 0.2 mM of each dNTP and 2 U of GoTaq®

DNA polymerase (Promega). The concentrations of outer

and inner primers were 0.04 lM and 0.4 lM, respectively (a
ratio of 1:10). A volume containing 0.4 lM of inner primers

marked with 0.25% bromophenol blue were previously

immobilized onto the microtube cap by incubating at room

temperature (22°C) for 1 h and 30 min, until the cap was

dry. After the primers immobilization, the reaction was

prepared with the addition of 4 ll of the positive control,

reaction control (water), negative control or clinical sam-

ples to the reaction mixture.

The reaction was performed in a MJ Research PTC 200

thermocycler (Biocycler, Hangzhou, Zhejiang, China). The

first round amplification consisted of 15 cycles of denatur-

ation at 95°C for 1 min, primer annealing at 60°C for

1 min and extension at 72°C for 1 min. After the end of 15

cycles, the thermal cycler was stopped at a temperature of

95°C and the tubes were individually inverted for five times

to elute the immobilized inner primers in the microtube

cap. Immediately, the tubes were centrifuged for 30 s and

replaced in a thermocycler for the second round amplifica-

tion. The reaction was 45 cycles (95°C for 1 min, 62°C for

1 min and 72°C for 1 min). STNPCR was ended with a

final extension step at 72°C for 10 min.

Sensitivity and specificity assays

Sensitivity of PCV2 detection was estimated through

serial dilutions of DNA from reference-positive control.

The DNA concentration was measured with NanoVue

spectrophotometer (GE Healthcare, Sao Paulo, Brazil).

We tested the dilution range from 2.5 9 108 to

2.5 9 102 DNA copies. This procedure was performed

for all PCR assays.

The specificity of the primers sets against other porcine

pathogens was previously evaluated by Kim et al. (2001).

However, the specificity of the primers was also tested using

samples from three reference-negative controls.
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Comparison of STNPCR and NPCR

To evaluate the performance of STNPCR and NPCR tech-

niques using clinical samples, we tested DNA extracted

from 55 swine clinical samples. The comparison was also

performed using serial dilutions of the positive control to

determine the sensitivity of the techniques.

Analysis of the products

The amplified products were submitted to electrophoresis

at 100 V for 35 min in 2.0% agarose using TAE buffer fol-

lowed by staining with ethidium bromide (0.5 lg/ml) and

visualization under ultraviolet light.

Sequencing and bioinformatics analysis

The amplicons were sequenced using the kit ABI PRISM

BigDye® Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosys-

tems, Foster City, CA, USA). The primers for sequencing

were the outer primers F1 and R1. The sequences obtained

were analysed by the programs BioEdit Sequence Align-

ment Editor (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioe-

dit.html) and BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Results

For STNPCR, we chose to use concentrations of outer and

inner primers of 0.04 and 0.4 lM, respectively. The anneal-
ing temperatures were 60 and 62°C, and the number of

cycles was 15 and 45 on the first and second stages, respec-

tively.

The described STNPCR and NPCR had sensitivity of

2.5 9 104 DNA copies, whereas the conventional PCR

showed 2.5 9 105 DNA copies. Compared with conventional

PCR, the STNPCR was 10 times more sensitive (Fig. 1).

The products from conventional PCR were 481 bp

(Fig. 2). The NPCR and STNPCR resulted in the expected

amplification product of 225 bp (Fig. 3).

The evaluation of clinical samples allowed verification of

positive and negative results, as well as the absence of non-

specific reactions. The conventional PCR resulted in 67%

(37/55) of positive reactions. The NPCR and STNPCR were

able to identify the presence of viral DNA in 100% (55/55)

of the samples (Table 1).

All positive samples were confirmed as PCV2 after

sequencing, since the sequences obtained nucleotide iden-

tity between 98% and 99% with the viral sequences depos-

ited in the Gene Bank database.

Discussion

The feasibility of more effective laboratory techniques for

the detection of PCV2 is essential. The literature reports the

identification of PCV2 DNA sequences by molecular tech-

niques such as in situ hybridization and PCR (Larochelle

et al., 1999; Kim and Chae, 2003; Ciacci-Zanella et al.,

2006; Vilcek et al., 2010). In this study, we developed and

evaluated the STNPCR for the detection of PCV2 DNA.

The STNPCR have already been developed and success-

fully applied for the detection of various pathogens includ-

ing Schistosoma mansoni, Yersinia pestis, Vibrio cholerae and

Salmonella sp (Abath et al., 2002; Stankevicius et al., 2006;

(a) (b) (c)

Fig. 1. Comparison of sensitivity between conventional PCR, nested PCR and single-tube nested PCR (PCR, NPCR and STNPCR). Agarose gel electro-

phoresis showing the amplification of a fragment of 481 bp in the conventional PCR (a) and a fragment of 225 bp in the NPCR (b) and STNPCR (c). The

level of detection was evaluated from 2.5 9 108 to 2.5 9 104 DNA copies (lanes 1–5) using the PCV2 open reading frames 2 (ORF2) DNA (reference-

positive control). C�, reaction control (water). M1 kb, 1 kb DNA ladder (Promega). M100, 100 bp DNA ladder (Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS, Brazil).

Fig. 2. Detection of porcine circovirus 2 (PCV2) DNA in clinical samples

using the conventional PCR. Agarose gel electrophoresis of the amplifi-

cation of PCV2 DNA using the primers F1 and R1 showing a fragment

of 481 bp. M, 100 bp DNA ladder (Ludwig Biotec). Lanes 1–12, clinical

samples. C+, reference-positive control (PCV2 open reading frames 2

(ORF2). C1, reference-negative control (sample from SPF animal).
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Souza et al., 2007; Mendes et al., 2008). This new method

preserves the basic principles of PCR, but it allows the two

rounds of amplification that occur independently in the

same tube. This fact is attributed to the immobilization of

the second pair of primers inside the cap (Abath et al.,

2002).

Picken et al. (1996) reported that the main disadvan-

tage of NPCR is to be performed in two stages, which

increases the risk of contamination of negative samples

with products derived from positive specimens during

the first round of amplification. Abath et al. (2002) and

Souza et al. (2007) showed that in STNPCR, the cross-

contamination is reduced due to fixation of the second

pair of primers inside the tube cap. These observations

were shared with our results where we did not detect

cross-contamination.

The optimization of the annealing temperature, concen-

trations of external and internal primers and number of

cycles were based on Kim et al. (2001) and Souza et al.

(2007). The results showed that the use of primers in the

first round of amplification did not affect the kinetics of

the second round. Cross-reactions have not been observed

in the samples.

The STNPCR technique had a detection limit of

2.5 9 104 viral DNA copies, demonstrating high sensitiv-

ity, whereas conventional PCR showed a maximum of

2.5 9 105 DNA copies. Yang et al. (2007), comparing the

real-time PCR and the conventional PCR, obtained results

similar to our work, where real-time PCR was more sensi-

tive providing a detection range of 1 9 103 to 1 9 1011

DNA copies per reaction, while the conventional PCR

detected from 1 9 106. Similarly, Brunborg et al. (2004)

reported a detection limit of 1.2 9 103 viral DNA copies

using real-time PCR technique.

The STNPCR showed superior sensitivity compared to

conventional PCR. These results are similar to those found

in the literature for other organisms (Abath et al., 2002;

Souza et al., 2007; Mendes et al., 2008). In contrast, our

results showed that STNPCR and NPCR sensitivity values

were equal. These results differ from the sensitivity assays

from Mendes et al. (2008) who found a greater sensitivity

to STNPCR. Abath et al. (2002) and Saini et al. (2009)

observed lower sensitivity to STNPCR in comparison with

NPCR. The sensitivity results obtained by these works are

different when compared with this work, possibly because

of the agent in study, the amplification region of the gen-

ome, the DNA extraction protocol, the method of sensitiv-

ity evaluation and/or the reagents (Espy et al., 2006). These

properties isolated or in combination can alter the perfor-

mance of PCR.

The specificity of the technique was confirmed by

sequencing of the amplified products from clinical samples.

The results showed nucleotide identity between 98% and

99% with the PCV2 sequences deposited in the Gene Bank

database. In addition, we used tissues from SPF pigs and

DNA from swine kidney cell (SK6) in order to check possi-

ble cross-amplification with the porcine genome (Murphy

et al., 1995). The absence of amplification shows that the

(a) (b) (c)

Fig. 3. Detection of porcine circovirus 2 (PCV2) DNA in clinical samples using nested PCR (NPCR) and single-tube nested PCR (STNPCR). Amplification

of a fragment of 225 bp from PCV2 DNA using the primers F1 and R1 (outer) and F2 and R2 (inner). In (a), agarose gel electrophoresis from clinical

samples using NPCR: Lanes 1–5, clinical samples; C+, reference-positive control (PCV2 open reading frames 2 (ORF2); C�, reaction control (water). In

(b), agarose gel electrophoresis from clinical samples using STNPCR: Lanes 1, clinical sample in duplicate; C+, reference-positive control in duplicate;

C1, reference-negative control 1 (SPF animal); C2, reference-negative control 2 (SK6 cell); C3, reference-negative control 3 (PCV1-positive SK6 cell);

C�, reaction control (water). M, 100 bp DNA ladder (Ludwig Biotec). In (c), agarose gel electrophoresis from clinical samples using STNPCR: Lanes 1–

6, clinical samples; C+, reference-positive control (PCV2 ORF2); C1, reference-negative control 1 (SPF animal); C�, reaction control (water).

Table 1. PCV2 DNA detection in clinical samples using the conven-

tional PCR, NPCR and STNPCR techniques

Sample Quantity

Conventional

PCR NPCR STNPCR

Inguinal

lymph

nodes

5 100% (5/5) 100% (5/5) 100% (5/5)

Mediastinal

lymph

nodes

25 56%(14/25) 100% (25/25) 100% (25/25)

Lung 25 72% (18/25) 100% (25/25) 100% (25/25)

Total 55 67% (37/55) 100% (55/55) 100% (55/55)

PCV2, Porcine circovirus 2; NPCR, nested PCR; STNPCR, single-tube

nested PCR.
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primers used in the assay are specific to the virus. The spec-

ificity of the primers against other porcine pathogens was

previously demonstrated by Kim et al. (2001). We also

evaluated the specificity against PCV1 using DNA from a

PCV1-positive SK6 cell.

The high-positive detection rate for PCV2 found in our

results is supported by Larochelle et al. (1999) who analy-

sed 42 tissue samples by multiplex PCR and found 40 posi-

tive samples for PCV2. Opriessnig et al. (2004) reported

that PCV2 is considered common in the swine population.

Barbosa et al. (2008) found that PCV2 may be wide-

spread in the pig population without the occurrence of

PMWS clinical signals.

Besides the sensitivity and specificity, STNPCR is a sim-

ple and practical procedure. Mendes et al. (2008) found

that after preparation of the tubes, they can be stored for

5 months at �20°C. Add to this fact, STNPCR can be per-

formed in laboratories with minimal equipment for molec-

ular biology.

Porcine Circovirus type 2 is still a major problem for

swine industry. The development of alternative methods

for their identification is essential for effective disease con-

trol and reduction of economic losses to farmers.

The developed STNPCR proved to be effective for the

detection of PCV2 DNA in clinical samples. The high sensi-

tivity and specificity combined with high reliability of the

results make the method suitable for PCV2 epidemiological

investigations and can help in the laboratory diagnosis of

PMWS.
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