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RESUMO 

 

 

O Circovírus suíno 2 (PCV2) é um agente que possui um papel importante nas perdas 

econômicas em granjas de suínos através da morte e queda no desempenho desses 

animais. A literatura cita o desenvolvimento e aplicação com êxito da Nested PCR em 

tubo único (STNPCR) para diagnóstico de patógenos humanos e animais, sendo a 

padronização desta técnica para a identificação da presença do PCV2, de grande 

importância para suinocultura da região. Desta forma, este trabalho teve como objetivo 

padronizar e avaliar a STNPCR para detectar o Circovírus Suíno 2 a partir de amostras 

de fluido oral de suínos. Para isto, foram coletadas 55 amostras de fluido oral de 

suínos clinicamente saudáveis. O DNA foi extraído e quantificado para realização da 

PCR convencional e STNCR. Para garantir a segurança e confiabilidade dos 

resultados, uma PCR direcionada para o gene da β-actina suína foi realizada em todas 

as amostras. Foram avaliadas diferentes temperaturas, concentrações de primers e 

número de ciclos. Todos os fragmentos amplificados foram analisados através de 

eletroforese. Através dos testes para otimização das técnicas, foi possível detectar o 

produto esperado em ambas as reações, sendo um fragmento de 478pb na PCR 

direcionada ao gene da β-actina, e um fragmento de 225pb na STNPCR para 

detecção do PCV2. A padronização da técnica de STNPCR é uma ferramenta útil para 

a identificação da presença do PCV2, que pode contribuir na redução do impacto 

econômico que este problema representa para a suinocultura industrial. 

 

Palavras-chave: Circoviroses. Suinocultura. PCV2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Porcine Circovirus 2 (PCV2) is an agent that plays an important role in economic losses 

in pig farms through the death and decrease in the performance of these animals. The 

literature cites the successful development and application of Single tube Nested PCR 

(STNPCR) for the diagnosis of human and animal pathogens, being the 

standardization of this technique to identify the presence of PCV2, of great importance 

for swine breeding in the region. Thus, this work aimed to standardize and evaluate 

the STNPCR to detect Porcine Circovirus 2 from swine oral fluid samples. For this, 55 

samples of oral fluid from clinically healthy pigs were collected. DNA was extracted 

and quantified for the performance of standard PCR and STNCR. To ensure the safety 

and reliability of the results, a PCR targeted to the β-actin gene was performed on all 

samples. Different temperatures, primer concentrations and number of cycles were 

evaluated. All amplified fragments were analyzed by electrophoresis. Through the tests 

to optimize the techniques, it was possible to detect the expected product in both 

reactions, being a 478bp fragment in the PCR directed to the swine β-actin gene, and 

a fragment of 225bp in the STNPCR for the detection of PCV2. A standardization of 

the STNPCR technique is a useful tool to identify the presence of PCV2, which may 

contribute to reducing the economic impact of this problem for a Swine Breeding 

industry. 

 

Keywords: Circovirosis. Swine Breeding. PCV2. 
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1 INTRODUÇÃO 

A suinocultura é uma das cadeias produtivas que mais cresce no cenário da 

agropecuária mundial. Entretanto, a modernização e intensificação da criação de 

suínos aumentaram em muito o desafio de agentes infecciosos, favorecendo o 

surgimento de infecções como a circovirose suína (BARBOSA et al., 2011; 

AFOLABI et al., 2017; SEGALÉS et al., 2005). 

Um patógeno bastante conhecido pelos produtores de suínos é o Circovírus 

suíno 2 (PCV2), um vírus pertencente ao gênero Circovírus, da família 

Circoviridae, responsável pela circovirose, uma doença multifatorial causadora 

de grandes prejuízos na suinocultura (ZANELLA et al., 2007; GRAU-ROMA et 

al., 2011; OPRIEESNIG et al., 2013). 

Este agente é muito estável em condições ambientais e resistente a diferentes 

desinfetantes e ao calor o que dificulta a sua eliminação do ambiente. Aliado a 

isto, ele está presente em altas prevalências nos rebanhos mundiais, causando 

prejuízos por perdas de animais, condenações de carcaças bem como gastos 

com tratamentos principalmente de infecções secundarias, tendo em vista sua 

ação imunossupressora, o que evidencia a importância de se realizar estudos a 

respeito deste vírus, buscando direcionar uma maior atenção quanto às práticas 

de controle da infecção e, dessa forma, diminuir as perdas econômicas para os 

produtores (LÓPEZ-SORIA e SEGALÉS, 2013; NIELSEN et al., 2018).  

Os registros na literatura revelam que amostras de fluido oral já foram 

investigadas para triagem de anticorpos e patógenos de suínos, podendo 

substituir as amostras de sangue em testes de diagnóstico. Nesse contexto, o 

método das cordas de algodão para obtenção do fluido oral (FO), torna-se uma 

importante ferramenta de coleta por não ser invasivo e indolor, priorizando o 

bem-estar do animal, minimizando o estresse ao rebanho e permitindo a coleta 

de material suficiente para posterior análise (ABATH et al., 2002; SOUZA et al., 

2007; BARBOSA et al., 2013). 

O termo circovirose suína (PCVD ou PCVAD) foi empregado para agrupar todas 

as doenças e síndromes associadas ao PCV2, sendo a Síndrome 
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Multissistêmica do Definhamento de Suínos (PMWS) considerada a principal 

manifestação clínica da PCVD (OPRIESSNIG et al., 2007; BAEKBO et al., 2012).  

Quanto às medidas profiláticas, estas se fundamentam na melhoria das 

condições de manejo que visem principalmente a higiene, a alimentação e a 

redução do estresse dos animais além de boas práticas visando o bem-estar 

animal, o que certamente reduzirá o risco do estabelecimento da circovirose 

(Barbosa et al., 2011). Até o presente momento, quatro vacinas já foram 

produzidas e são baseadas em cepas do genótipo PCV2a (BAEKBO et al., 2012; 

KEKARAINEN ET AL., 2010; PONTES et al., 2014).  

No que diz respeito ao diagnóstico da PCVAD, este é complexo pelo fato de 

haver uma multiplicidade de órgãos envolvidos, sinais clínicos inespecíficos, 

sistema imune comprometido e a presença de patógenos concorrentes. Dessa 

forma, a confirmação de que o PCV2 é o agente etiológico, baseia-se na 

associação de sinais clínicos e lesões macroscópicas e histopatológicas, 

concomitantes com a detecção de antígeno ou ácido nucléico viral. Um rebanho 

é considerado positivo para circovirose suína quando achados patológicos e 

histopatológicos indicativos estão presentes ao mesmo tempo (MORÉS et al., 

2007; OPRIESSNIG et al., 2007). 

A Nested PCR em tubo único (STNPCR) tem sido desenvolvida e aplicada com 

êxito para diagnóstico de patógenos humanos e animais, sendo esta uma técnica 

com maior sensibilidade de detecção, se comparada com a PCR convencional, 

e com menor risco de contaminação, quando comparada com a Nested PCR 

convencional (ABATH et al., 2002; SOUZA et al., 2007). 

A padronização da Nested PCR em tubo único (STNPCR) para detecção de 

Circovírus suíno 2 no fluído oral de suínos pode ser de grande importância para 

a suinocultura da região, e através dos resultados obtidos, pode-se auxiliar no 

entendimento do papel do vírus no desenvolvimento de síndromes no animal 

infectado e contribuir para a adoção de possíveis medidas profiláticas e 

terapêuticas que possam vir a ser tomadas. Nesse contexto, o presente estudo 

teve como objetivo padronizar e avaliar a Nested PCR em tubo único (STNPCR) 

para detecção de Circovírus suíno 2 no fluído oral de suínos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA 

 

Conforme estudo realizado por Ségales et al. (2012), anticorpos para PCV2 

foram encontrados em suínos de todos os continentes (Figura 2), o que evidencia 

que o PCV2 é um vírus ubíquo a nível mundial. A circovirose suína é, atualmente, 

considerada uma doença endêmica com alto impacto econômico na maioria dos 

países produtores de carne suína. 

 

 

Figura 1 - Países em que a PCVD foi diagnosticada (Adaptado de Ségales, 2012). 

 

Os primeiros surtos epidémicos de doença ocorreram no Canadá em meados de 

1990 (HARDING, 1998), na Europa em 1997 (Espanha e França) (SEGALÉS et 

al., 1997), e no continente Asiático entre 1997 e 1999 (Japão, Taiwan, Tailândia) 

(CHOI, CHAE e CLARK, 2000). Na Nova Zelândia foram confirmados no mesmo 

ano os primeiros casos de PMWS (STONE, 2004), enquanto nos Estados Unidos 

da América foram confirmados em 2004 e 2005 (CARMAN et al., 2006). Na 

Austrália demonstrou-se a presença de PCV2, sem, no entanto, serem relatados 

casos de PMWS (DUPONT et al, 2008). Em Portugal, o primeiro caso de PMWS 

ocorreu em 2000. Na Argentina, os primeiros surtos de PMWS ocorreram em 

2002 (ARIEL et al., 2011).  
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No Brasil a doença foi primeiro relatada em Santa Catarina, no ano de 2000 

(CIACCI-ZANELLA e MORÉS, 2003). Posteriormente, diversos estudos foram 

realizados e detectaram a presença do vírus nos Estados do Rio Grande do Sul, 

Paraná, São Paulo, Minas Gerais, Espírito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, 

Bahia, Mato Grosso e Pernambuco (PESCADOR et al., 2003; CASTRO et al., 

2003; PINTO et al., 2003; CHIARELLI-NETO et al., 2005; FRANÇA et al., 2005; 

CHIARELLI-NETO et al., 2007; OLIVEIRA FILHO et al., 2009; PONTES et al., 

2014).  

 

2.2 SUINOCULTURA INDUSTRIAL 

 

A carne suína é a mais consumida no mundo, com uma produção de mais de 

100 milhões de toneladas por ano. No cenário produtivo mundial da suinocultura 

alguns países destacam-se pelo seu volume produzido, consumido e exportado, 

onde metade é produzido pela China, e outro terço na União Europeia e Estados 

Unidos. Neste panaroma, o Brasil ocupa a quarta colocação, com 3,2% da 

produção (SOUZA et al, 2011; GASTARDELO e MELZ, 2014; USDA, 2016; 

ABPA, 2017). 

A relevância da suinocultura vem da crescente demanda nacional e 

internacional, que torna a exportação de carne suína um dos nichos que mais 

tem crescido nos últimos anos. Nesse âmbito, observa-se, uma grande 

variedade de formas organizacionais, que vão desde pequenos produtores 

independentes, com fornecimento caseiro e consumo local, até infraestruturas 

agrícolas com integração vertical, que vendem em bases nacionais e 

internacionais (RODRIGUES et al., 2009; GASTARDELO e MELZ, 2014).  

Vale ressaltar também que a cadeia produtiva de carne suína não é a única a 

atuar neste setor. Diversos atores e atividades circulam em torno da suinocultura, 

desde o produtor de grãos e as fábricas de rações, passando pelas 

agroindústrias de abate e processamento, até o segmento de equipamentos, 

medicamentos, distribuição e o consumidor final. No Brasil, essas atividades e 

seus encadeamentos produtivos contribuem para o crescimento das regiões 

onde estão situados os principais polos suinícolas (SOUZA et al, 2011).  



20 

 

 

Outro ponto a se destacar, é o fato de que concomitante ao crescente aumento 

do setor, se faz necessário o investimento em melhoramento genético, 

instalações, manejo, nutrição e programas de vacinação. Entretanto, as 

mudanças causadas pela tecnificação do sistema de produção, principalmente 

a adoção de sistemas de criação intensivos, aumentaram a pressão e o nível de 

estresse para os animais, o que acaba proporcionando maiores desafios 

sanitários e consequente predisposição à microrganismos e doenças (SEGALÉS 

et al., 2005; VAZ, 2009). 

 

2.3  HISTÓRICO DO VÍRUS 

O Circovírus Suíno (PCV) foi relatado primeiramente na Alemanha em 1974, por 

meio da microscopia eletrônica, ao observar um vírus morfologicamente 

semelhante a um picornavirus, que causava infecção persistente em cultivo 

celular de rim suíno (PK-15) sem induzir efeito citopático (TISCHER et al., 1974).  

Posteriormente, na década de 80, foi demonstrado, por Tischer e colaboradores 

(1982), que esse vírus possuía um genoma composto por um filamento único de 

DNA de fita simples, circular e fechado, razão pela qual o denominaram de 

Circovírus suíno (CASTRO et al., 2007; YANG et al., 2007). 

Em 1991, no Canadá, ocorreu um surto que causava emagrecimento 

progressivo, alterações respiratórias, palidez, icterícia e extensas lesões nos 

tecidos linfoides dos animais acometidos, a enfermidade até então 

desconhecida, foi descrita em 1996 como Síndrome Multissistêmica do 

Definhamento dos Suínos (PMWS) (CLARK, 1997; FRANÇA et al. 2005). 

Imediatamente diversos outros autores confirmaram essas observações, 

principalmente na América do Norte, Europa e Ásia (ALLAN et al. 1994, 

HARDING et al. 1998, MEEHAN et al. 1998, MOROZOV et al. 1998, ELLIS et al. 

1999, CHOI et al. 2002).  

Além da PMWS, o PCV2 tem sido associado a outras doenças, como a síndrome 

de Dermatite e Nefropatia suína (PDNS), falhas reprodutivas, Enterite associada 

ao PCV2, Pneumonia Necrosante Proliferativa (PNP) e Doenças do Complexo 

Respiratório Suína (PRDC). O termo circovirose suína (PCVD ou PCVAD) foi 
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empregado para agrupar todas as doenças e síndromes associadas ao PCV2 

(OPRIESSNIG et al., 2007).  

Estudos genéticos realizados em isolados de animais acometidos com essa 

síndrome nos Estados Unidos, França e Canadá, quando comparados com o 

PCV encontrado nos anos 70, verificaram uma similaridade menor que 80% 

sugerindo a existência de uma nova variante do vírus (HAMEL et al., 1998; 

MEEHAN et al., 1998; MOROZOV et al., 1998). Diante disto, o PCV foi dividido 

em dois tipos: o Circovírus considerado não patogênico, derivado da célula PK-

15, foi denominado de Circovírus suíno 1 (PCV1) e o Circovírus associado aos 

sinais clínicos de suínos acometidos pela PMWS, foi denominado Circovírus 

suíno 2 (PCV2). 

No ano de 2016, um novo tipo de circovírus, cuja patogênese ainda está sendo 

elucidada, foi identificado nos Estados Unidos em suínos que morreram 

agudamente com sinais clínicos da síndrome de dermatite e nefropatia suína 

(PDNS). Posteriormente, observou-se que este vírus, que foi denominado 

Circovírus Suíno 3 (PCV3), estava presente em rebanhos na China, Reino Unido, 

Itália, Polônia, e Coréia do Sul, associado a falhas reprodutivas, tremor 

congênito, doença respiratória e inflamação multissistêmica (STADEJEK et al., 

2017; FUX et al., 2018; KEDKOVID et al., 2018). Além disso, dois genomas 

brasileiros de PCV3 foram depositados no GenBank, confirmando que ele 

também circula no Brasil (SARAIVA et al., 2018).  

Em relação ao Brasil, a PMWS foi diagnosticada pela primeira vez em 2000, no 

Estado de Santa Catarina, porém estudos retrospectivos de tecidos de suínos 

estocados em blocos de parafina confirmaram a presença do vírus através da 

reação em cadeia da polimerase (PCR) em materiais arquivados desde 1988, 

sugerindo que a infecção já estava presente anteriormente no país (CIACCI-

ZANELLA e MORÉS, 2003; CIACCI-ZANELLA et al., 2006). 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 no cenário da suinocultura brasileira (CIACCI-ZANELLA et 

al., 2001; BARBOSA et al. 2008). 
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Nos últimos anos, o crescimento da suinocultura como atividade econômica 

culminou no fortalecimento de um sistema de produção intensiva, com rebanhos 

cada vez maiores em áreas restritas. Em contrapartida, estes precursores que 

visam a atender a lucratividade em um mercado internacional cada vez mais 

competitivo podem agravar o estresse animal e, consequentemente, os deixando 

mais suscetíveis à ocorrência de várias doenças, entre elas, a circovirose suína 

(BARBOSA et al., 2011). 

 

2.4  CIRCOVÍRUS SUÍNO 2 (PCV2)  

 

2.4.1 Morfologia e organização genômica 

O Circovírus suíno do tipo 2 (PCV2) é um vírus pertencente ao gênero Circovírus, 

da família Circoviridae. Trata-se de um vírus pequeno de aproximadamente 1.76 

kb, com 17 nm de diâmetro, não-envelopado, icosaédrico e com genoma circular 

de fita única (Figura 2) (CHOI et al., 2002; NASCIMENTO, 2009; GRAU-ROMA 

et al., 2011; OPRIESSNIG et al., 2013). 

 

Figura 2 - Estrutura do vírus de PCV2 (Protein Data Bank ID: 3R07). 
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Existem várias pequenas inserções e deleções localizadas em toda a extensão 

do genoma do DNA viral que parecem ser responsáveis pelas diferenças de 

patogenicidade entre os tipos de PCV. Foram sugeridos 11 ORFs (“open reading 

frames” – regiões abertas de leitura) no genoma, porém apenas ORF1 e ORF2 

são expressas em ambos os vírus, PCV1, PCV2 e PV3 (LIU, et al., 2006; 

SARAIVA et al., 2018).  

O genoma do PCV2 possui 1768 nucleotídeos e é composto por quatro principais 

ORFs. A ORF1, também conhecido por gene Rep, codifica as proteínas 

replicases não estruturais Rep e Rep’, importantes na replicação viral. Esta, 

localiza-se no filamento positivo (5’ - 3’), orientado no sentido horário, e se 

estende do nucleotídeo 51 aos 995.  A ORF2, ou gene Cap, codifica a proteína 

estrutural formadora do capsídeo viral. A síntese desta proteína ocorre após a 

infecção da célula pelo agente através de enzimas codificadas pelo hospedeiro. 

A ORF2 localiza-se no filamento negativo (3’ – 5’), orientado no sentido anti-

horário, e se estende do nucleotídeo 1735 aos 1034. A ORF3 codifica uma 

proteína não estrutural de 105 aa de comprimento. A proteína ORF3 está 

implicada no apoptose das células PK15, pela ativação da rota iniciador caspase-

8 e efetor caspase 3. Essa região se estende do nucleotídeo 671 aos 357. A 

ORF4, mais recentemente identificada, tem função na replicação viral e 

patogenicidade, estendendo-se do nucleotídeo 565 aos 386. A ORF3 e a ORF4 

estão sobrepostas ao gene ORF1, e localizam-se no filamento negativo (3’ – 5’), 

orientado no sentido anti-horário (Figura 3) (MANKERTZ et al., 2004; LIU et al., 

2006; PONTES et al., 2014; FERNANDES, 2017). 
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Figura 3 - Representação esquemática do genoma do PCV2 com distribuição das quatro 
principais ORFs (Gao et al., 2013). 

 

Os circovírus são os menores vírus capazes de replicação autônoma em 

células de mamíferos. Devido à sua simplicidade genômica e estrutural, a 

replicação requer a participação de várias proteínas das células hospedeiras e 

ocorre durante a fase S (síntese de DNA) do ciclo celular. A replicação do 

genoma viral ocorre em três etapas. Na primeira ocorre conversão do DNA de 

fita simples em formas replicativas de fita dupla (replicativo intermediário), a partir 

da fita molde. Na segunda etapa, após a síntese do replicativo intermediário, 

ocorre a amplificação destas formas replicativas pelo mecanismo de círculo 

rolante, possivelmente, sendo mediado pela replicase rep. 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 
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genômico. Na terceira etapa, essas moléculas são encapsuladas por múltiplas 

cópias da proteína do capsídeo. A morfogênese ocorre no núcleo por 

mecanismos ainda não esclarecidos (NASCIMENTO, 2009; PONTES et al., 

2014).  

 

2.4.2 Propriedades biológicas e físico-químicas do vírus 

O PCV2 tem afinidade por células do sistema fagocitário mononuclear e podem 

ser detectados em diversos tecidos e órgãos, tais como os pulmões, amígdalas, 

gânglios linfáticos, timo, baço, intestino, rim, fígado, soro, glândulas salivares, 

testículos e secreções nasais (LAROCHELLE et al., 1999). 

O PCV2 é altamente contagioso e permanece estável em fezes e secreções 

respiratórias. Trata-se de um vírus muito constante em condições ambientais, é 

resistente à inativação quando exposto ao ambiente ácido (pH 3), ao clorofórmio, 

a temperaturas entre 56ºC e 70ºC, ao congelamento, à luz ultravioleta e a 

diferentes desinfetantes, o que dificulta a sua eliminação do ambiente. 

Entretanto, estudos revelam que o seu potencial infectante pode ser reduzido 

pela exposição viral a altas temperaturas, ou mesmo inativado por desinfetantes 

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

amônio quaternário ou fenol (SHIBATA et al., 2003; PONTES et al., 2014) 

(Tabela 1). 
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Tabela 1 - Efeito das condições ambientais e dos tratamentos térmicos e químicos sobre a 
infectividade do PCV2 (Adaptado de López-Soria e Segalés, 2013). 

 

 

 

2.4.3 Variação genética 

 

A homologia genética entre os isolados de PCV2 é relativamente alta, embora 

exista diversidade entre as populações do mesmo. De fato, o PCV2 ganha 

diversidade genética mediante a acumulação de mutações pontuais e através da 

recombinação. Dados históricos mostram que o domínio do genótipo do PCV2 é 

inconstante. Por meio de análise filogenética com base na variação genética dos 
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genes da sua cápside, o PCV2 divide-se em dois grupos principais designados 

como genótipos de PCV2a e PCV2b (GRAU-ROMA et al., 2008; SEGALÉS et 

al., 2008). 

Tem sido proposto que as diferenças nas sequências de aminoácidos implicam 

em diferenças na patogênese. Avaliações epidemiológicas de surtos e casos 

esporádicos sugerem que o PCV2a é potencialmente menos virulento, e que 

teria sido o genótipo mais frequente por muito tempo. O PCV2b evoluiu a partir 

do tipo 2a e é atualmente responsável pela maioria dos casos clínicos da 

síndrome multissistêmica. Enquanto isso especula-se que o genótipo PCV2a era 

responsável por infecções clinicamente inaparentes (DUPONT et al., 2008; 

GRAU-ROMA et al., 2008; GUO et al., 2010; JANTAFONG et al., 2011; PONTES 

et al., 2014). 

Um estudo com amostras de suínos obtidas nos anos de 1980, 1987 e 1990, 

realizado na Dinamarca, revelou a existência de um terceiro genótipo, o PCV2c, 

que apresentou a menor patogenicidade dentre os genótipos conhecidos até o 

momento, sugerindo que houve um aumento gradativo da patogenicidade, desde 

os anos 80 até a atualidade (DUPONT et al., 2008). 

No Brasil, estudos comprovam a presença dos dois genótipos do PCV2, 

confirmando, inclusive, que um mesmo animal pode ser infectado com ambos os 

genótipos (HESSE et al., 2008; CIACCI-ZANELLA et al., 2009; CHIARELLINETO 

et al., 2009).  

A detecção de cepas distintas de PCV2 no mesmo suíno, seja pertencendo ao 

mesmo genótipo ou a genótipo diferente, tem sido relatada. Estudos 

demonstraram o potencial homólogo de recombinação entre cepas do PCV2 que 

estejam coinfectando o mesmo animal ou, simultaneamente, se replicando em 

cultivo celular (ZHAI et al., 2011; PARK et al., 2014; KNOW et. al, 2017). 

 

 

3.3 SÍNDROME MULTISSISTÊMICA DO DEFINHAMENTO DE SUÍNOS 

(PMWS) 

A Síndrome multissistêmica de definhamento dos suínos (PMWS) é uma doença 

emergente que causa elevada mortalidade em suínos nas fases de creche e de 
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crescimento, acometendo suínos principalmente de seis a doze semanas de 

idade (BARBOSA e FREITAS, 2008; LIU et al., 2015).  

Desde a sua descoberta e caracterização no oeste do Canadá, em 1991, a 

importância e disseminação da Síndrome multissistêmica de definhamento dos 

suínos (PMWS) cresceu e a síndrome passou a ser considerada como uma das 

doenças de suínos mais importantes do mundo, ocorrendo em vários locais onde 

a suinocultura tem grande expressão econômica, representando assim um 

problema sério na indústria suína global (HARDING, 2004; HANSEN et al., 2010; 

JANTAFONG et al., 2011; LIU et al., 2015). 

Nesse contexto, o PCV2 tem sido apontado como o principal agente etiológico 

da síndrome multissistêmica do definhamento dos suínos. O caráter 

imunossupressor do vírus possibilita o estabelecimento de outras infecções que 

associadas a fatores estressantes como as altas densidades populacionais em 

ambientes restritos e a junção de animais de diferentes idades, podem favorecer 

o desencadeamento da PMWS (CORREA et al., 2006; BARBOSA et al., 2011). 

 

3.3.1 Manifestações clínicas  

 

A maioria dos sinais clínicos da PMWS são inespecíficos, mas seis sinais clínicos 

fundamentais formam a base do diagnóstico clínico preliminar: caquexia, 

dispnéia, linfoadenopatia, diarréia, palidez e icterícia. Tosse, pirexia, úlcera 

gástrica, meningite e morte súbita, também, têm sido relatados, porém são 

menos frequentes (MADEC et al., 2000; HARDING, 2004; DEZEN, 2011). 

As lesões histopatológicas são observadas em diversos órgãos, mas 

predominantemente nos tecidos linfoides do baço, tonsilas e linfonodos. Com um 

sistema imunitário deficiente, animais doentes são mais susceptíveis a infecções 

oportunistas (Quadro 1) (CIACCI-ZANELLA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008, 

KEKARAINEN et al., 2010).  
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Quadro 1- Manifestações clínicas da PMWS. 

 

Também se observam lesões com ocorrência e frequência variável como 

hepatites, nefrites e pneumonia intersticial nos animais infectados. Na PMWS, 

há predominância de lesões de pele e renais (CIACCI-ZANELLA et al., 2006; 

BARBOSA et al., 2008). 

Animais afetados pela PMWS apresentam também desidratação e distúrbios do 

sistema nervoso caracterizados por tremores, desordens locomotoras, 

prostração, convulsões e depressão (PONTES et al., 2014). 

 

3.4 TRANSMISSÃO 

 

A transmissão horizontal do vírus pode ocorrer pelo contato com suínos 

infectados, instalações, equipamentos e fômites. 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 (GAVA et al., 2008; PONTES et al., 2014). 

Manifestações típicas

•Perda progressiva de peso

•Comprometimento 
respiratório

•Anemia

•Aumento do volume dos 
linfonodos superficiais 
inguinais

•Diarreia

• Icterícia

•Morte 

Lesões histopatológicas

•Depleção de linfócitos T e B

•Proliferação de histiócitos

•Formação de células 
gigantes multinucleadas

•Ocasionalmente, presença 
de corpúsculos de inclusão 
intracitoplasmáticos

•Alteração no padrão de 
respostas de citocinas
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A detecção de PCV2 pode ser observada em todas as vias de excreção do 

hospedeiro, nomeadamente nas vias nasais, broncotraqueal, orofaríngea, 

oculares, saliva, fezes e urina de animais com e sem sinais clínicos da PMWS. 

No entanto, quando o animal apresenta sinais clínicos, a excreção do vírus é 

mais intensa (GHEBREMARIAM e GRUYS, 2005; CASTRO et al., 2007; 

BAEKBO et al., 2012). 

Embora não se conheçam bem os mecanismos nem a frequência com que 

ocorre a transmissão vertical, a associação do PCV2 com abortos e natimortos, 

como demonstrado por lesões nos tecidos fetais, indica que a transmissão 

transplacentária também pode ser um fator importante se matrizes soros-

negativa forem infectadas durante a prenhez. Entretanto, a transmissão 

transplacentária é considerada relativamente rara, atribuindo-se a maioria das 

infeções por PCV2 ao pós-parto (LÓPEZ-SORIA et al., 2008; BORTOLETTO et 

al., 2014; FERNANDES, 2017).  

Alguns estudos demonstraram que o PCV2 pode ser transmitido pelo sêmen 

para matrizes e respectivos fetos durante a gestação. Em estudo realizado com 

marrãs provenientes de granjas livres de patógenos (SPF), estas foram 

inseminadas com sêmen contendo elevada concentração de PCV2. Elas 

apresentaram falhas reprodutivas e foi isolado PCV2 nos leitões abortados 

(GAVA et al., 2008; MADSON et al., 2009). No entanto, não se sabe se a 

quantidade natural de PCV2 contida no sêmen é suficiente para infectar as 

porcas e os leitões. Alguns autores afirmam que esta via de transmissão, pode 

não ser suficiente para desencadear patologias que provoquem morte 

embrionária ou fetal e infecções uterinas nas porcas. López-Soria et al. (2011) 

observaram que matrizes inseminadas com sêmen infectado pelo vírus, bem 

como seus fetos, não manifestaram viremia e nem foram detectados anticorpos 

para PCV2. 

De acordo com estudos, o período de transmissão ocorre entre a 5ª e a 16ª 

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

aos prejuízos determinados pela PMWS, além das mortes, devem-se ao declínio 

das taxas de crescimento e à queda da conversão alimentar determinada pela 
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elevação do número de suínos refugos e/ou debilitados (MADEC et al., 2000; 

CIACCI-ZANELLA e MORÉS, 2003). 

 

3.5 DIAGNÓSTICO DAS SÍNDROMES ENVOLVIDAS COM AS 

CIRCOVIROSES SUÍNAS 

O diagnóstico das síndromes causadas pelo Circovírus tipo 2 deve ser realizado 

pela associação dos sinais clínicos compatíveis com a doença, achados de 

lesões histopatológicas e da detecção do antígeno ou ácido nucléico de PCV2 

nas lesões. Estes três critérios não podem ser utilizados separadamente, pois a 

presença do PCV2 não implica necessariamente em doença, assim como alguns 

sinais clínicos não são específicos das síndromes associadas ao círcovírus 

(CORREA et al., 2006; NASCIMENTO, 2009; AFOLABI et al., 2017). 

Um diagnóstico de infecção subclínica por PCV2 é estabelecido quando, embora 

detectado no soro ou nos tecidos, a quantidade viral é pequena e associada a 

um número mínimo ou à ausência de lesões (OLIVER-FERRANDO et al., 2016; 

AFOLABI et al., 2017). 

A literatura cita diversas maneiras para a detecção da presença de PCV2, entre 

elas, isolamento viral, imuno-histoquímica, hibridização in situ, PCR, PCR em 

tempo real e nested PCR (NPCR) (ALLAN e ELLIS, 2000; QUINTANA, et al., 

2001; KIM e CHAE, 2003; CIACCI-ZANELLA et al., 2006; VILCEK et al., 2010; 

ZHENG, et al., 2013). 

 

3.5.1 Imuno-histoquímica e Hibridização in situ  

A imuno-histoquímica (IHQ) é o método de identificação de antígenos nos 

tecidos, utilizando o princípio da ligação específica de anticorpos e antígenos. 

Nesta técnica, para detectar antígeno de PCV2, utiliza-se um anticorpo 

monoclonal ou policlonal em secções de tecido fixadas com formol e embebidas 

em parafina. Barbosa e Freitas (2008) utilizaram a técnica de imuno-

histoquímica para demonstração de anticorpos contra o PCV2 e detectaram 
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títulos de anticorpos nas faixas etárias de duas a três semanas até animais acima 

de 24 semanas de idade, indicando que a infecção viral ocorreu endemicamente. 

Esta técnica apresenta alta sensibilidade e especificidade, e apresenta custo 

baixo a moderado. 

A Hibridização in situ (HIS) é uma técnica pela qual se identificam sequências 

específicas de nucleotídeos em células ou cortes histológicos. A Hibridização 

in situ para PCV2 utiliza uma sonda de DNA marcada que corresponde a uma 

parte do genoma do PCV2.  

Entre as duas técnicas a HIS demonstra ser mais específica quando comparada 

com a IHQ, porém é uma técnica mais laboriosa, requer treinamento específico 

e tem custo considerável (OPRIESSNIG et al., 2007; SOUZA et al., 2008). 

 

3.5.2 PCR convencional e PCR em tempo real 

A Reação em cadeia da polimerase ou PCR, permite a amplificação de qualquer 

sequência de DNA coletada de amostras de materiais biológicos, tornando 

possível obter-se cópias de uma parte do material genético em quantidade 

suficiente que permita detectar e analisar a sequência que é alvo do estudo. 

Através da PCR se pode diferenciar PCV1, PCV2 e PCV3, sendo considerada 

uma técnica muito sensível. Além disso, uma PCR quantitativa 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., 2005). 

A reação de amplificação de DNA por PCR envolve o emprego dos quatro 

nucleotídeos (dNTP’s) do DNA, sequências de iniciadores específicos (primers), 

uma DNA polimerase termoestável, o DNA molde - previamente extraído da 

amostra clínica suspeita, cloreto de magnésio (MgCl2) - um cofator para 

atividade da Taq DNA polimerase, um tampão - geralmente cloreto de potássio 

(KCl), para manter o pH e a condição adequada para atividade enzimática e água 

ultrapura, como diluente. O princípio da PCR envolve três etapas básicas de 

variação de temperatura por ciclo: Desnaturação da fita molde de DNA (etapa 
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com duração entre 30 s a 1 min a temperatura entre 92C a 96 °C); Pareamento 

de dois iniciadores sintéticos de composições distintas, que funcionam como os 

iniciadores da reação de polimerização, ligando-se à região complementar da 

fita de DNA alvo que sofrerá a duplicação (etapa com duração de 30 s a 1 min a 

temperatura entre 58 °C e 65 °C); Amplificação por meio da enzima Taq DNA 

polimerase, das novas fitas de DNA a partir de cada um dos iniciadores, 

utilizando os quatro dNTP’s como substrato da reação de polimerização (etapa 

com duração entre 45 s e 1 min a 72 °C) (HAAS e TORRES, 2016). 

A PCR em tempo real compreende uma amplificação convencional de DNA, 

porém a detecção do resultado é feita ao longo dos ciclos através de 

marcadores. O risco de contaminação se torna menor. Recentemente, esta 

técnica foi otimizada e vem sendo utilizada na detecção do PCV2 (VILCEK et 

al., 2010; ZHENG et al., 2013). 

 

3.5.3 Nested PCR 

 

A nested PCR (NPCR) é uma variação da PCR convencional, muito utilizada em 

algumas situações, onde a PCR convencional não é suficiente para a detecção 

de uma determinada sequência de DNA.  

Na NPCR são utilizados 2 pares de primers para amplificar um mesmo 

fragmento. Para melhorar a especificidade e a eficiência da reação, o segmento 

genômico é amplificado primeiro de forma abrangente, copiando até mesmo as 

sequências localizadas fora dela, e utilizando-se este primeiro produto, segue-

se à amplificação da real sequência-alvo. Nesse segundo momento, apenas uma 

pequena quantidade da amostra original é passada para o segundo round de 

amplificação, diluindo assim possíveis PCR inibidores, aumentando 

simultaneamente a especificidade e sensibilidade do amplicon alvo (Figura 4) 

(CIACCI-ZANELLA et al., 2006; PAXSON, 2008). 
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Figura 4 - Esquema de uma reação de Nested PCR. 

 

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 e Chae (2003) utilizaram a multiplex Nested PCR para 

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

parafina e compararam essa técnica com a técnica de hibridização in situ e 

obtiveram 100% de positividade para os agentes virais. Ciacci-Zanella et al. 

(2006) identificaram o Circovírus suíno 2 por NPCR e imuno-histoquímica. 

Apesar do aumento na sensibilidade de detecção, quando comparada a PCR 

convencional, a grande desvantagem da Nested PCR é o aumento das chances 

de contaminação, uma vez que existe a necessidade de abertura do tubo após 

a primeira etapa da reação para proceder com a segunda etapa (transferência 

de amplicons), o que favorece o aparecimento de resultados falso positivos e 

reduz a confiabilidade do método. 
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3.5.4 STNPCR 

A Nested PCR em tubo único (STNPCR) é uma variação da Nested PCR 

convencional, onde as duas etapas da reação ocorrem em um único tubo, sem 

que seja necessária a abertura do mesmo (Figura 5).  

É possível encontrar na literatura o desenvolvimento e a aplicação com êxito da 

STNPCR para diagnóstico de patógenos humanos e animais, sendo esta uma 

técnica com maior sensibilidade de detecção, se comparada com a PCR 

convencional (SOUZA et al. 2007). 

A junção de duas reações de amplificação em um único tubo, além de reduzir 

consideravelmente o risco de contaminação, oferece uma diminuição nos gastos 

com reagentes, favorecendo a implementação do uso dessa variação da PCR 

na rotina do diagnóstico do PCV2 (LIMA,2009; SILVA, 2012). 

 

 

 

Figura 5 - Representação da técnica de Nested PCR em tubo único (Adaptado de Silva et al., 
2013). 

 

3.6 VACINAS COMERCIAIS  

 

O uso de vacinas é uma forma barata de evitar ou minimizar perdas devido a 

doenças infecciosas, sejam elas, enfermidades epizoóticas ou doenças da 
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produção. A vacinação contra o PCV2 é realizada na maioria dos produtores de 

suínos, com imunização das fêmeas e leitões (AMARAL et al., 2006; ASSAYAG 

JR, et al., 2017). 

A eficácia das vacinas comerciais atualmente disponíveis para PCV2 (Quadro 

1), foi amplamente demonstrada, uma vez que, os efeitos importantes na 

redução do impacto da doença, na melhoria dos parâmetros de produção, na 

diminuição das coinfecções, aumento no ganho de peso diário e na redução da 

viremia e taxas de mortalidade e sacrifício, foram observados nos suínos 

imunizados (Figura 6) (OLIVER-FERRANDO et al., 2016; AFOLABI et al., 2017). 

Ensaios em laboratório e em condições de campo demonstraram que a 

vacinação de leitões contra o PCV2 reduz o impacto de PMWS, ao provocar uma 

resposta imunitária tanto humoral (anticorpos totais e neutralizantes) como 

celular (mediada pelas células produtoras de IFN-γ) e reduzindo e/ou atrasando 

a infecção por PCV2 (KRISTENSEN, 2011). 

 

 

 

Figura 6 - Mortalidade de porcos vacinados e não vacinados de acordo com meta-análise 
sobre o efeito da vacinação contra PCV2 (Kristensen et al, 2011). 

No entanto, apesar do sucesso registrado das vacinas para PCV2, foi 

demonstrado que o período de proteção das mesmas contra doenças é limitado 

e o vírus não pode ser erradicado por um procedimento de vacinação. Assim, as 

vacinas atualmente disponíveis aplicadas mais especialmente como um 
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protocolo de dose única não dão imunidade esterilizante em rebanhos de suínos 

(Quadro 2) (FENG et al. 2014). 

 

Quadro 2 - Vacinas comerciais contra PCV2 (Grau-Roma et al., 2011). 

 

 

A primeira vacina comercial disponível no mercado contra PCV2 foi a 

CIRCOVAC®, do laboratório Merial, disponível no Canadá, Europa e Brasil, é 

baseada na abordagem clássica de vírus íntegro inativado e adjuvante, para uso 

em animais adultos (marrãs e porcas) de duas a quatro semanas antes da 

parição, sendo recomendada aplicação de duas doses antes do acasalamento 

ou inseminação artificial e de uma dose após cada parto (JOISEL et al., 2007; 

GARCIA, 2008; GRAU-ROMA et al., 2011). 

Em contrapartida, estão disponíveis três vacinas comerciais para uso em leitões 

ao redor de 3-4 semanas de idade ou leitões mais velhos. Duas delas 

correspondem a vacinas geneticamente modificadas de PCV2 com base na 

expressão da proteína Cap no sistema de expressão em Baculovírus, a Ingelvac 

CircoFLEX®, disponível nos Estados Unidos, e a Porcilis PCV® Circumvent®, 

não disponível no Brasil (GARCIA, 2008; FACHINGER et al., 2008; FORT et al., 

2008; KEKARAINEN et al., 2010).  

A quarta vacina disponível no mercado, Suvaxyn PCV2 OneDose®, disponível 

nos Estados Unidos, aprovada pela Comissão Técnica Nacional (CTNBIO), uma 
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vez que se trata de um produto geneticamente modificado, é baseada em um 

vírus quimérico contendo a estrutura genômica central não patogênica do PCV1, 

do circovírus suíno 1, mas substituindo seu gene ORF2 pelo ORF2 de PCV2. 

(FENAUX et al., 2004; KEKARAINEN et al., 2010). 

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

circovirose 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). 

Além das vacinas comerciais atualmente disponíveis, outros protótipos de 

vacinas têm sido delineados e testados em diversos modelos in vivo. Estes 

incluem vacinas inativadas, vacinas produzidas a partir de DNA e vacinas de 

subunidade recombinantes com expressão de proteínas virais do PCV2. 

Entretanto, a imunogenicidade desses produtos foi testada na maioria das vezes 

em ratos e, portanto, a capacidade de proteção da vacina não foi devidamente 

avaliada.  (LIU et al., 2000; SONG et al., 2007; FANE et al., 2008; WANG et al., 

2008). 

 

3.7 PREVENÇÃO 

Como uma doença multifatorial que tem sido associada a fatores infecciosos e 

não infecciosos, o controle efetivo da PCVD pode ser alcançado não somente 

pelas aplicações de vacinas, mas também pelo controle dos fatores de risco 

envolvidos no progresso da doença (AFOLABI et al., 2017). 

É fundamental a existência de planos profiláticos que devem ser implementados 

a diferentes níveis, atuando no manejo adequado dos suínos, biossegurança e 

vacinação, o que permitirá aos produtores gerirem grande parte dos problemas 

originados pelo PCV2 (FERNANDES, 2017). 

Um plano de recomendações contendo 20 pontos importantes foi proposto por 

Madec et al. (2000), no sentido de ajudar os produtores a identificar e ajustar 

práticas de manejo que favoreciam o aparecimento das circoviroses. Os pontos 

principais do plano de Madec incluem a limitação do contato entre suínos de 

leitegadas distintas, redução do estresse, otimização das condições de higiene 
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e boa nutrição. A implementação do referido plano reduziu significativamente as 

perdas associadas ao PCV2, sendo o mesmo ainda hoje considerado um modelo 

de estratégias de intervenção para o controle da referida doença (MADEC et al., 

2000; FORT, 2010). 

 

3.8 FLUIDO ORAL PARA O DIAGNÓSTICO 

 

O fluido oral (FO) é uma mistura de saliva, produzida pelas glândulas salivares 

maiores e menores, e transudato das mucosas gengival e bucal, contendo 

anticorpos derivados do soro sanguíneo (PRICKETT et al., 2008). 

A literatura reporta a aplicação com sucesso do FO no diagnóstico laboratorial 

de diversos patógenos de grande importância para a saúde humana e animal, 

atuando na investigação de anticorpos e de antígenos ou ácidos nucleicos 

(PRICKETT E ZIMMERMAN, 2010; KITTAWORNRAT et al., 2012; BARBOSA et 

al., 2013; GIMÉNEZ-LIROLA et al., 2013; SHAEFER et al., 2013). 

Nesse contexto, destacam-se os animais de produção, principalmente a espécie 

suína que tem ampliado as perspectivas no desenvolvimento de métodos 

laboratoriais, aplicação nos diagnósticos laboratoriais e monitoramento das 

infecções nos rebanhos (BARBOSA JÚNIOR, 2015). 

Nos suínos, a colheita do FO ocorre por meio de dispositivos que estimulam a 

mastigação, como é o exemplo das cordas de algodão. Esse método de coleta 

do fluido oral em suínos é recomendado em decorrência de sua simplicidade, 

segurança e de promover o bem-estar do animal, uma vez que trata-se de um 

método de natureza não invasiva, de fácil execução e baixo custo, apresentando 

ainda um baixo risco ocupacional para os profissionais de saúde durante sua 

coleta e processamento. Além disso, o método garante a obtenção de amostras 

em quantidade e qualidade nas diferentes faixas etárias do ciclo de produção 

(OLSEN et al., 2012; WHITE et al., 2012; BARBOSA et al., 2013).  
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 4 METODOLOGIA 

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS CLÍNICAS 

O método das cordas de algodão foi o escolhido para a coleta do material 

biológico dos suínos.  

Para isto, cordas de algodão com cerca de 5cm de diâmetro, que devido a seu 

potencial absortivo de líquidos, retém o fluido oral, foram posicionadas pelo 

operador próximo ao dorso dos animais. 

O processo de coleta do fluido oral é simples e muito prático, uma vez que leva 

em conta o comportamento natural curioso dos suínos, os quais interagem e 

brincam com a corda de algodão, depositando o fluido oral na mesma 

(SCHAEFER et al., 2013). 

Após o período de mastigação de 5 a 10 minutos, a recuperação da amostra foi 

feita da seguinte forma: as cordas umedecidas pelo fluido oral foram colocadas 

individualmente em sacos plásticos, sendo o líquido extraído por compressão da 

extremidade úmida da corda dentro do próprio saco plástico. A parte inferior do 

canto do saco plástico foi cortada e o fluido drenado para um tubo de ensaio. 

Com a aplicação do método, é possível se recuperar um volume igual ou superior 

a 3mL de amostra (BARBOSA et al., 2013) 

Sendo assim, foram coletadas 55 amostras de suínos clinicamente saudáveis. 

Após a coleta, as amostras serão devidamente identificadas, acondicionadas em 

gelo e transportadas ao laboratório. 

4.2 EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO 

O DNA total das amostras de fluido oral foi extraído pelo kit comercial Wizard® 

(Genomic DNA Purification - Promega, EUA) seguindo as condições indicadas 

pelo fabricante.  O DNA extraído foi quantificado com o auxílio do equipamento 

NanoVue (GE, Alemanha).  A qualidade do DNA foi verificada através de Reação 

em cadeia da Polimerase (PCR) para o gene Beta-actina suína. 
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4.3 PRIMERS 

Para a PCR direcionada ao gene da β-actina suína foi desenhado o par de 

primers F-Beta-ActinaSuina: 5’ - CAC GCC ATC CTG CGT GA - 3’ R-Beta-

ActinaSuina: 5’ - AGC ACC GTG TTG GCG TAG AG - 3’, que amplificou um 

produto de 478 pb. 

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

externos F1: 5' - CGGATATTGTAGTCCTGGTCG -3' R1: 5'- 

ACTGTCAAGGCTACCACAGTCA -3', 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' e R2: 5' - 

ATTGACGACTTTGTTCCCCC -3', que amplificou um 

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

al., 2001). 

 

4.4 PCR PARA CONTROLE DE QUALIDADE DO DNA 

Para garantir a segurança e confiabilidade dos resultados obtidos, descartando 

a eventual presença de inibidores da PCR e assegurar a adequada extração de 

DNA, uma PCR qualitativa direcionada para o gene da β-actina foi realizada em 

todas as amostras, com o objetivo de excluir os falsos negativos. 

Testes para otimizar os parâmetros de temperatura de anelamento e 

concentração dos primers para o gene da β-actina suína foram realizados, sendo 

testadas as temperaturas de 52, 54, 57, 58 e 59°C e concentração de primers 

de 0,04 µM e 0,24 µM. 

As reações foram otimizadas por concentrações de 0,025 u/µL da Taq DNA 

Polymerase, 0,4 mM de desoxinucleotídeos (dNTP), 0,24 µM de primers e 4 µL 

dos controles e das amostras clínicas.  
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A amplificação consistiu de 30 ciclos (95°C por 2 min, 94°C por 15 seg, 58°C por 

1 min, 72°C por 1 min e 72°C por 1 min).  

 

4.5 CONTROLES POSITIVO E NEGATIVO 

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. 

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 transformada em E.coli (DH5 alfa). Após a 

extração plasmidial a clonagem foi confirmada por sequenciamento (PONTES et 

al., 2014). 

As amostras negativas de referência foram obtidas a partir do fluido oral de 

animais livres de patógenos específicos (SPF). Também foi utilizado o controle 

negativo de reação (branco) que consiste em uma solução contendo apenas mix 

e água, com ausência de amostra de DNA. 

 

4.6 NESTED PCR EM TUBO ÚNICO (STNPCR) 

A técnica de STNPCR foi realizada conforme protocolo descrito por Souza et al. 

(2007). Quanto aos parâmetros, os números de ciclos e a concentração dos 

primers, estes também foram descritos por Souza et al. (2007) com alterações, 

uma vez que essa técnica foi aplicada em tecidos, e o presente trabalho objetivou 

padroniza-la para o fluido oral. 

Em ambas as reações, externa e interna, foram testadas temperaturas de 

anelamento de 60, 62 e 63 °C. O tempo de extensão da segunda etapa (interna), 

também foi padronizado, sendo testado o tempo de 1, 3, 5 e 10 minutos. Avaliou-

se também a concentração de primers externos de 0,04 µM e 0,24 µM. 
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Figura 7 - Esquema representativo da nested-PCR em tubo único (STNPCR) (Adaptado de 
Souza et al., 2007). 

 

Resumidamente, as reações foram otimizadas por concentrações de 0,025 u/µL 

da Taq DNA Polymerase, 0,4 mM de desoxinucleotídeos (dNTP), 0,04 mM de 

primers externos e 0,4 µM de primers internos (1 pmol: 10 pmol) e 2 µL dos 

controles e das amostras clínicas.  

Na preparação da reação, 0,4 µM dos primers internos com marcações do 

corante azul de bromofenol foram previamente imobilizados no interior da tampa 

do tubo de eppendorf 200 µL 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, 95°C 

por 1 min, 62°C por 1 min e 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 foi 
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realizada em 45 ciclos (95ºC por 2 min, 95ºC por 1 min, 63ºC por 1 min, 72ºC 

por 1 min e 72ºC por 3 min.). 

 

4.7 TESTE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICADE 

A sensibilidade de detecção das metodologias foi avaliada através de diluições 

em série de DNA do controle positivo de referência (ORF2 do PCV diluída em 

amostra sabidamente negativa de F.O.). A concentração de DNA foi medida com 

espectrofotômetro NanoVue (GE Healthcare, São Paulo, Brasil). Foi testada a 

gama de diluições 2.8x108 a 2,8x102 cópias de DNA.  

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, utilizando 

amostras de animais livres de germes patogênicos específicos (Specific 

Pathogen Free - SPF). 

 

4.8 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. Para realização de 

eletroforese para DNA foram utilizados géis de agarose a 

1% em tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X. Foi adicionado ao gel solução de 

brometo de etídeo a uma concentração final de 0,5 μg/ml, para promover 

visualização das bandas de DNA através de um transluminador de luz 

ultravioleta. O material foi aplicado junto com tampão de amostra (Loading Dye 

6X), tendo como referencial o marcador de 100pb e 1Kb (GeneRuler DNA Ladder 

- Ludwig Biotec) molecular disposto no gel juntamente com as amostras e com 

os controles positivo e negativo da reação, em seguida o gel foi foto 

documentado. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 PCR PARA CONTROLE DE QUALIDADE DO DNA 

 

A qualidade do DNA extraído foi verificada através de Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) para o gene da Beta-actina suína. De acordo com os 

resultados dos testes de otimização, optou-se por usar as concentrações dos 

primers de 0,24 µM, enquanto que a temperatura de anelamento foi padronizada 

em 58ºC, e o número de ciclos foi 30.  

O desenvolvimento desta técnica resultou na amplificação do produto esperado, 

com 478 pb (Figura 8). A técnica foi aplicada nas 55 amostras, sendo positiva 

em 100%, o que assegura a viabilidade do DNA contido nas mesmas. 

 

Figura 8 - Gel representativo da PCR direcionada ao gene da β-actina suína. MM: 1kb DNA 
ladder (Ludwig Biotec); Canaletas 1-5: amostras de FO de suínos; CP: controle positivo de 
referência; CN: controle negativo de reação (água). 

 

5.2  NESTED PCR EM TUBO ÚNICO (STNPCR) 

No primeiro experimento do processo de padronização da técnica de STNPCR, os 

parâmetros de tempo e temperatura, número de ciclos, concentração de primers e 

de amostras, foram baseados na técnica de Pontes e colaboradores (2014).  

478pb 
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A primeira etapa de amplificação consistiu de 15 ciclos (95°C por 3 min, 95°C 

por 1 min, 60°C por 1 min, 72°C por 1 min e 95°C por 2 min). A segunda etapa 

de amplificação foi realizada em 45 ciclos (95ºC por 1 min, 62ºC por 1 min, 72ºC 

por 1 min e 72ºC por 10 min). 

Como já esperado, uma vez que o estudo supracitado utilizou tecidos como amostra, 

a técnica apresentou bandas inespecíficas e dímeros de primers e precisou ser 

otimizada (Figura 9).   

 

Figura 9 - Gel representativo da STNPCR. MM: 1kb DNA ladder (Ludwig Biotec); CN: controle 
negativo de referência (amostras sabidamente negativas - SPF); CP: controle positivo de 
referência (ORF do PCV); Canaletas 2-5: amostras de FO de suínos. 

 

No segundo experimento, a temperatura de anelamento da segunda etapa foi 

aumentada de 62°C para 63°C, porém ainda observou-se a presença de bandas 

inespecíficas e dímeros de primer, o que evidencia a necessidade de mais alterações 

(Figura 10). 



47 

 

 

 

Figura 10 - Gel representativo da STNPCR. MM: 1kb DNA ladder (Ludwig Biotec); CN: controle 
negativo de referência (amostras sabidamente negativas - SPF); CP: controle positivo de 
referência (ORF do PCV); CN: Canaletas 1-3: amostras de FO de suínos. 

No terceiro experimento, na tentativa de eliminar as bandas inespecíficas, o tempo 

de extensão final foi reduzido para 3 minutos, e quando comparado ao de 10 minutos, 

conseguiu retirar as bandas inespecíficas (Figura 11).   

 

 

Figura 11 - Gel representativo da STNPCR. MM: 1kb DNA ladder (Ludwig Biotec); CN: controle 
negativo de referência (amostras sabidamente negativas -SPF); CP: controle positivo de 
referência (ORF do PCV); Canaletas 1.10-3.10: amostras de FO de suínos/ 10 min no tempo de 
extensão; Canaletas 1.3-3.3: amostras de FO de suínos/ 3 min no tempo de extensão. 
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Seguindo o mesmo princípio do experimento anterior, no quarto experimento tempo 

de extensão final foi novamente reduzido para 1 minuto. Porém o mesmo gerou 

bandas mais fracas. O tempo de extensão final selecionado foi o de 3 minutos (Figura 

12). 

 

 

Figura 12 - Gel representativo da STNPCR. MM: 1kb DNA ladder (Ludwig Biotec); CN: controle 
negativo de referência (amostras sabidamente negativas - SPF); CP: controle positivo de 
referência (ORF do PCV); Canaletas 1-3: amostras de FO de suínos. 

 

No quinto experimento, a alteração foi feita nos primers externos, com a substituição 

de uma concentração de 0,04 mM para 0,24 mM. Essa alteração gerou bandas mais 

fracas (Figura 13). 
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Figura 13 - Gel representativo da STNPCR. MM: 1kb DNA ladder (Ludwig Biotec); CN: controle 
negativo de referência (amostras sabidamente negativas - SPF); CP: controle positivo de 
referência (ORF do PCV); Canaletas 1-9: amostras de FO de suínos. 

No quinto experimento, a alteração foi feita no tempo do 3º step e no tempo de 

extensão, que foram reduzidos para 45 segundos e 1 minuto, respectivamente. 

Essa alteração gerou bandas menos visíveis (Figura 14). 

 

 

Figura 14 - Gel representativo da STNPCR. MM: 1kb DNA ladder (Ludwig Biotec); CN: controle 
negativo de referência (amostras sabidamente negativas- SPF); CP: controle positivo de 
referência (ORF do PCV); Canaleta 5: amostras de FO de suínos. 
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Após a série de experimentos, optou-se por usar a concentração de primers externos 

e internos de 0,04 µM e 0,4 µM, respectivamente. As temperaturas de anelamento 

foram padronizadas para as duas etapas sendo 62ºC e 63ºC, respectivamente. 

Quanto ao número de ciclos foram realizados 15 ciclos no 1º estágio e 45 ciclos no 

2ª estágio.  

O desenvolvimento da técnica resultou em amplificação do produto esperado de 225 

pb relativo ao PCV2 (Figura 15).  

 

 

Figura 15 - Gel representativo da STNPCR. MM: 1kb DNA ladder (Ludwig Biotec); CN: controle 
negativo de referência (amostras sabidamente negativas - SPF); CP: controle positivo de 
referência (ORF do PCV); CNR: controle negativo de reação (água); G5: amostra de FO de suíno. 

 

5.3 ENSAIO DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE 

A técnica de STNPCR teve sensibilidade de 2,8x104 cópias de DNA (Figura 16). 

225pb 
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Figura 16 - Gel representativo do limite de detecção da STNPCR. MM: 1kb DNA ladder (Ludwig 
Biotec); Canaletas 1-5: Gama de diluição do controle positivo de referência (ORF do PCV) 
2.8X108 a 2.8x104 cópias de DNA. 

 

Os ensaios permitiram a verificação dos resultados positivos e negativos, bem 

como a ausência de reações inespecíficas.  

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. Com relação à avaliação da 

especificidade dos primers com relação a outros patógenos suínos, já tinha sido 

avaliada por Kim et al., 2001. 

 

 

 

 

225pb 
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6 DISCUSSÃO 

 
Dentre as diferentes cadeias produtivas integrantes do sistema agroindustrial 

brasileiro, a suinocultura vem se destacando pelo forte dinamismo, apresentando 

grande articulação entre os diferentes agentes que a compõem, bem como pelo 

volume de investimentos injetados na atividade (RODRIGUES et al., 2009. 

GASTARDELO e MELZ, 2014).  

Por outro lado, o crescimento desta atividade também culminou com o aumento 

da prevalência de microrganismos e doenças entre os rebanhos, e, de acordo 

com Rodrigues e colaboradores (2009), dada a crescente preocupação com a 

questão sanitária e a imposição de barreiras comerciais às exportações de carne 

suína, tem se observado a intensificação de medidas que visam melhorar o perfil 

sanitário desses animais, visando atender as exigências do mercado externo e 

interno. Esses fatores reforçam a necessidade da adoção de programas de 

fiscalização sanitária mais eficientes, desde a produção e abate até o transporte 

e comercialização; vacinação adequada e viabilização de técnicas laboratoriais 

mais eficazes para a detecção de patógenos. 

Nesse contexto, o interesse no estudo de patógenos, tais como o PCV2, e de 

técnicas que possam diagnostica-lo, é explicado pela sua dispersão e pelo 

impacto econômico que o mesmo representa no cenário da suinocultura mundial, 

culminando em enormes prejuízos econômicos para os produtores. 

A circovirose afeta o sistema imunológico dos suínos, tornando-os mais 

suscetíveis às infecções causadas por microrganismos oportunistas, o que 

acaba por intensificar as despesas com o tratamento de tais infecções 

secundárias e potencializa os sinais clínicos e lesões nos animais (FRANÇA et 

al., 2005; TESTI et al., 2014; ASSAYAG JR, et al. 2017; BARCELLOS et al., 

2017; TAKEUTI et al., 2017).  

Barbosa e colaboradores (2008), verificaram que a infecção pelo PCV2 pode 

estar disseminada em suínos criados intensivamente sem a ocorrência dos 

sinais clínicos da PMWS, o que reforça a importância de detectar o vírus mesmo 

em animais clinicamente saudáveis, uma vez que estes podem estar 

contaminados pelo vírus e que a doença apresenta um amplo potencial de 
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disseminação, tanto em animais com sinais clínicos, como entre aqueles que 

não apresentam sinais e sintomas. 

No contexto do diagnóstico do vírus, o tipo de amostra escolhido nesse estudo 

para as análises foi o fluido oral (FO). Trata-se de uma mistura de saliva e 

transudato mucoso oral que tem sido utilizado na medicina veterinária para 

detecção de anticorpos e agentes infecciosos (PRICKETT et al., 2008).  

Estudos anteriores evidenciaram que o fluido oral suíno é rico em anticorpos e 

possível substituto do sangue em testes laboratoriais, uma vez que o método 

tradicional de coleta de sangue, além de exigir um investimento no treinamento 

específico dos técnicos e em equipamentos especiais, gera prejuízos na própria 

coleta e qualidade das amostras obtidas devido ao estresse provocado aos 

animais submetidos a essa prática (BARBOSA, 2005; PRICKETT et al., 2008; 

BARBOSA et al., 2013; NIELSEN et al., 2018). 

Amostras de FO já foram investigadas para a reatividade de anticorpos e 

identificação de patógenos como Vírus da síndrome respiratória reprodutiva 

suína (KITTAWORNRAT et al., 2012), Circovirose suína (PRICKETT et al., 

2008), Vírus da Influenza suína, (SCHAEFER et al., 2013), Pleuropneumonia 

suína (COSTA et al., 2012) e Erisipela suína (GIMÉNEZ-LIROLA et al., 2013). 

O processo de coleta desse tipo de amostra é simples e muito prático, uma vez 

que leva em conta o comportamento natural curioso dos suínos, os quais 

interagem e brincam com a corda de algodão utilizada na colheita e com isso 

depositam o fluido oral na mesma. O método permite a obtenção de amostras 

de qualidade e em quantidade suficiente para posteriores análises (PRICKETT 

e ZIMMERMAN, 2010; OLSEN et al., 2012; WHITE et al., 2012; BARBOSA et 

al., 2013; SCHAEFER et al., 2013). 

Quanto ao método de diagnóstico, a alta prevalência do PCV2 foi confirmada em 

diversos estudos pela utilização de métodos de PCR em amostras de sangue ou 

soro, técnicas de isolamento viral, imuno-histoquímica, hibridização in situ, 

Nested PCR (NPCR), e PCR em tempo real (ELLIS et al., 1999; ALLAN e ELLIS, 

2000; LAROCHELLE et al., 2003; KIM e CHAE, 2003; SEGALÉS et al., 2005; 
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CIACCI-ZANELLA et al., 2006; BARBOSA et al., 2008; VILCEK et al., 2010; 

BEZERRIL et al., 2012; ZHENG et al., 2013; NIELSEN et al., 2018).  

A literatura reporta ainda a aplicação com êxito da técnica de nested PCR em 

tubo único (STNPCR) para a detecção de diversos patógenos (ABATH et al., 

2002; STANKECIVIUS et al., 2006; SOUZA et al., 2007; MENDES et al., 2008; 

PONTES et al., 2014).  

Esta técnica foi otimizada e empregada no presente estudo, visando a obtenção 

de resultados reprodutíveis e isentos de contaminação, aplicáveis à pesquisa do 

PCV2, o que é reforçado por Abath et al. (2002), Souza et al. (2007) e Silva et 

al. (2012), que afirmam que na STNPCR a contaminação cruzada é 

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

interna da tampa do tubo. Em um estudo utilizando amostras de tecidos 

(linfonodos e pulmão), Pontes et al. (2014) mostraram ainda que o consumo dos 

primers no primeiro estágio de amplificação não interferiu na cinética do segundo 

estágio da reação, e novamente não foram observadas reações cruzadas nas 

amostras. Essas conclusões corroboram com os resultados obtidos, onde não 

foram evidenciadas contaminações. 

A técnica foi otimizada partindo dos parâmetros descritos por Souza e 

colaboradores (2007). Em estudo semelhante, Pontes et al. (2014) também 

conseguiu detectar com sucesso o PCV2 através da técnica de STNPCR. O tipo 

de amostra selecionada no presente estudo, diverge daquele selecionada nos 

trabalhos supracitados, que utilizaram amostras de tecidos, o que tornou 

necessária a modificação de parâmetros que teriam sido utilizados nos mesmos. 

De acordo com Fernandes et al. (2008), uma reação de PCR tem que ser 

altamente equilibrada quanto às condições físicas em que a desnaturação ou a 

renaturação ocorrem, uma vez que condições de baixa estringência diminuem a 

especificidade da reação, resultando em amplificações inespecíficas. Pode-se 

considerar, entre os fatores críticos da reação, a concentração dos pimers e a 

temperatura de anelamento, sendo estes parâmetros alterados e testados 

durante o processo de otimização das reações realizadas no presente estudo.  
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Segundo Scheinert e colaboradores (2003), uma alta concentração de primers 

aumenta a probabilidade de anelamento espúrio, gerando produtos não 

específicos e dímeros, no entanto a falta deste componente interfere na 

amplificação. 

Vale ressaltar que, a especificidade da amplificação depende principalmente das 

condições empregadas na etapa de anelamento, como está etapa envolve 

hibridação de oligonucleotídeos, a otimização desta temperatura representa um 

fator essencial para o sucesso do processo. Logo, o aumento da temperatura de 

anelamento durante o processo de otimização, teve como objetivo pontualmente 

aumentar a especificidade e rendimento da reação, uma vez que baixas 

temperaturas de anelamento aumentam a probabilidade de ocorrência de 

hibridizações inespecíficas, resultando na amplificação de diferentes regiões do 

DNA (MELO, 2006). 

Os resultados da sensibilidade analítica demonstraram que a Nested PCR em 

tubo único realizada nesse estudo obteve alta sensibilidade, apresentando um 

limite de detecção de 2,8x104, corroborando com o estudo realizado por Pontes 

e colaboradores (2014), onde a STNPCR atingiu um limite de detecção de 

2,5x104. 

O achado de circovírus nas amostras testadas, comprovada pela amplificação 

do produto esperado, evidencia a eficácia da técnica na detecção do agente viral.  

Antes da realização da técnica da STNPCR, foi realizada uma PCR direcionada 

ao gene da beta-actina suína. A utilização desta técnica apresenta notável 

importância ao permitir a avaliação da eficiência do DNA extraído, excluindo os 

falsos negativos, que podem ser decorrentes da não recuperação do DNA viral 

na extração, da falta de integridade do DNA ou por possíveis fatores de inibição 

da PCR (HUI et al., 2004; NYGARD et al., 2007; LI et al., 2010; CASTRO et al., 

2013).  

É possível encontrar na literatura, diversos estudos que utilizaram uma PCR 

direcionada ao gene da β-actina suína como critério de avaliação do material 

genético extraído (HUI et al., 2004; AYRAL et al., 2006; CAMARGOS et al., 2008; 

BIELANSKI et al., 2009; LI et al., 2010; CASTRO et al., 2013; GUIMARÃES et 
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al., 2015; RIBEIRO et al., 2016). No presente estudo, este controle cumpriu seu 

papel, visto que todos os fragmentos de amostras testados foram positivos, e a 

aplicação da técnica permitiu selecionar as amostras viáveis para posteriores 

análises.    

A respeito do controle da doença, embora muitos profissionais, empresas e 

granjeiros, equivocadamente, consideram a vacinação como a principal forma 

de controle, os fatores de manejos são os mais importantes para o controle da 

doença e devem ser aplicados meticulosamente. Testi e colaboradores (2014) 

ressaltam que medidas de higiene, racionalização do fluxo de animais entre as 

diferentes instalações e remoção precoce de animais doentes para áreas 

restritas, são tópicos que podem contribuir no controle da disseminação do vírus, 

bem como no impacto econômico que este representa. Ciacci-Zanella e Morés 

(2003), evidenciam ainda que, para prevenir a entrada do PCV2 em granjas 

livres, deve-se seguir à risca medidas de biossegurança tanto externas, focando 

no controle de visitantes, veículos, acesso de animais e introdução de suínos e 

sêmen; quanto internas, levando em consideração o manejo das instalações e a 

redução de estresse. 
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7 CONCLUSÃO 

O achado de PCV2 em suínos clinicamente saudáveis foi algo importante, visto 

que esse agente viral representa um problema para suinocultura industrial, 

causando desde a queda no desempenho dos animais até à sua morte.  

Sendo a detecção do vírus imprescindível para a redução no expressivo impacto 

econômico que este é capaz de causar para os produtores, a padronização da 

técnica de STNPCR para a identificação da presença do PCV2 constitui uma 

ferramenta laboratorial importante para a suinocultura da região. 

Vale ressaltar que a padronização e desenvolvimento de novos sistemas de PCR 

tornam seu custo financeiro mais acessível. Nesse contexto, a STNPCR, 

otimizada para fluido oral, para detecção do Circovírus suíno 2 nas amostras 

clínicas, demonstrou alta sensibilidade, especificidade e ausência de 

contaminação, produzindo resultados confiáveis e tornando o método 

reprodutível para outras análises epidemiológicas envolvendo o vírus.  

Na avaliação do custo-benefício da STNPCR como exame laboratorial para 

confirmação da presença do PCV2, devemos levar em consideração a 

sensibilidade de detecção do método e a rapidez no resultado, fatores que 

favorecem a instituição precoce do tratamento adequado e atenuação da cadeia 

de transmissão.  

Evidencia-se ainda, a importância de se realizar uma investigação diagnóstica 

detalhada das granjas em que há ocorrência de PCVADs, visando à adoção ou 

intensificação de estratégias de intervenção eficientes. Destaca-se a alta 

relevância que a vacinação representa para enfermidades passíveis de 

prevenção, como é o caso da circovirose, o que torna esta prática essencial no 

controle de infecções como essa. 

O presente estudo conseguiu detectar o circovírus nas amostras testadas, 

evidenciando a eficácia da técnica padronizada. Entretanto novos estudos 

precisam ser desenvolvidos no intuito de consolidar os resultados aqui 

apresentados, quanto a este novo tipo de amostra associado a esta técnica. 
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8 PERSPECTIVAS 

As perspectivas de trabalhos futuros a respeito do Circovírus suíno 2 e suas 

técnicas de diagnóstico fundamentam-se em estudos que possam otimizar e 

reportar a aplicação com êxito dos métodos para identificação viral, auxiliando 

na tomada de medidas de biossegurança mais eficazes contra este patógeno. 
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ANEXO A - APLICAÇÃO DO MÉTODO APÓS TESTES DE OTIMIZAÇÃO DA 

PCR PARA O PAR BETA-ACTINA EM AMOSTRAS DE FLUIDO ORAL 
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