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Resumo

O Brasil ocupa o quarto lugar no ranking mundial de exportacdo de carne suina e para
alcancar tais indices zootécnicos, os produtores necessitam do controle de varias doencas
emergentes em suinos, sendo a identificacdo e prevencdo fatores essenciais. Dentre as
principais doencas, destaca-se a circovirose suina, tendo o circovirus suino 2 (PCV-2)
como agente etioldgico. O diagndstico da circovirose suina se da por meio dos sinais
clinicos associados a testes laboratoriais. A utilizagdo da PCR quantitativa (qQPCR) para a
determinacéo da concentracdo do DNA viral vem sendo considerada o método de escolha
neste contexto devido ao alto poder de deteccao e na rapidez para obtencao dos resultados.
Entretanto, a aplicabilidade desta técnica a torna problematica, devido ao alto custo para
a aquisicdo dos insumos. Um dos principais fatores associados ao elevado custo € a
utilizacdo de kits comerciais para extracdo do acido nucleico. Grande parte desses
insumos sdo adquiridos pela importacdo, o que além de refletir no aumento do valor
devido a logistica, podem ocasionar problemas na producdo devido a fatores externos
como alta demanda e falta de matéria prima. Com isso, este trabalho teve como objetivo
padronizar uma metodologia simples para a extracdo de DNA, a fim de proporcionar a
otimizacdo das analises moleculares para o diagnéstico do PCV em diferentes amostras.
O protocolo desenvolvido foi aplicado em amostras de saliva, sangue total e soro de
suinos infectados naturalmente. Os produtos das extragfes utilizando o protocolo
desenvolvido foram submetidas as analises de qPCR para a quantificacdo do DNA do
PCV. Adicionalmente, a analise de integridade do &cido nucleico pela espectrofotometria
UV-Vis foi realizada para obtencdo dos dados de pureza do material extraido. Dois kits
comerciais, um baseado na metodologia de extracdo por coluna de silica e o outro por
particulas magnéticas, foram utilizados a fim de comparar a eficiéncia do protocolo
proposto. Os protocolos desenvolvidos neste trabalho apresentaram eficiéncia similar aos
Kits comerciais para a extracdo de DNA do PCV para os trés tipos de amostras. Todos 0s
protocolos de extracdo adotados apresentaram baixa pureza em relacéo as razdes 260/280
e 260/230, porém tal fato ndo interferiu na analise por qPCR. Fatores como simplicidade
de execucéo e possibilidade de automacéo favorecem a sua utilizagéo.

Palavras-chaves: PCV, DNA, extracdo de acido nucleico, particulas magnéticas, PCR
quantitativa (QPCR).
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Abstract

Brazil occupies the fourth position in the world ranking of pork exports, and to reach such
zootechnical indexes, producers need to control several emerging diseases in swine, being
the identification and prevention essential factors for this. Among the main diseases,
presenting Porcine circovirus 2 (PCV-2) as the etiological agent. The diagnosis of porcine
circovirus diseases (PCVD) occurs through clinical signs associated with laboratory tests.
The use of quantitative PCR (gqPCR) to determine the concentration of viral DNA has
been considered the method of choice in this context due to the high power of detection
and the speed to obtain the results. However, the applicability of this technique makes it
problematic, due to the high cost of acquiring the inputs. One of the main factors
associated with the high cost is the use of commercial kits for nucleic acid extraction.
Most of these inputs are acquired through imports, which, in addition to reflecting in the
increase in value due to logistics, can cause problems in production due to external factors
such as high demand and lack of raw material. Thus, this work aimed to standardize a
simple methodology for DNA extraction, in order to provide the optimization of
molecular analyzes for the diagnosis of PCV in different samples. The developed protocol
was applied to saliva, whole blood and serum samples from naturally infected pigs. The
products of the extractions using the protocol developed were submitted to qPCR analysis
to quantify the PCV DNA. Additionally, nucleic acid integrity analysis by UV-Vis
spectrophotometry was performed to obtain data on the purity of the extracted material.
Two commercial kits, which used the extraction methodology by silica column and the
other by magnetic particles, were used in order to compare the efficiency of the proposed
protocol. The protocol developed in this work showed efficiency similar to commercial
kits for PCV DNA extraction in serum and saliva samples. All protocols adopted showed
low purity in relation to the 260/280 and 260/230 ratios, but this fact did not interfere with
the qPCR analysis. Factors such as simplicity of execution and possibility of automation
favor its use.

Keywords: PCV, DNA, nucleic acid extraction, magnetic particles, quantitative PCR
(gQPCR).
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1. INTRODUCAO

A circovirose suina € uma das principais enfermidades da suinocultura industrial,
sendo responsavel pelos maiores prejuizos na criacdo e exploracao de suinos no Brasil e
no mundo. Tendo como agente etioldgico o circovirus suino 2 (PCV-2 - “porcine
circovirus 2”), disseminado ao redor do mundo e associado a diversas enfermidades
denominadas de doencas associadas ao circovirus suino (PCVAD) ou doencgas do
circovirus suino (PCVD).

De forma geral, dentre os animais infectados pelo PCV-2 uma grande parte
apresenta infeccdo subclinica. Na ocorréncia de sinais clinicos, a sindrome
multissistémica do definhamento dos suinos (SMDS) € a mais importante manifestacdo
clinica, caracterizada por palidez da pele, dificuldade respiratoria, diarreia e ictericia
(ocasionalmente), além de imunossupressdo decorrente do acometimento de Orgaos
linfoides. Por auséncia de sinais patognomonicos, o diagnoéstico das PCVAD mostra-se
uma tarefa complexa, principalmente em animais sem manifestagdo clinica.

Assim, destaca-se a importancia do manejo adequado das granjas através da
vacinacdo e monitoramentos dos animais. Com isso, a técnica de PCR quantitativa
(QPCR) vem sendo empregada atualmente a fim de acompanhar as granjas de producao
industrial. A técnica permite a analise a partir de diversas amostras com alta sensibilidade
e valores equivalentes ao alto numero de copias do genoma viral podem sugerir
importancia na satde do animal e do plantel, além da identificacdo de infeccao subclinica.

Além da técnica de qPCR para o diagndéstico das PCVAD, a utilizagdo de outras
metodologias moleculares como o sequenciamento de DNA é empregada a fim de
monitorar e compreender os mecanismos do PCV-2 e sua epidemiologia molecular. E
para tais aplicacfes, a obtencdo do material genético do virus, como também, a
metodologia utilizada para sua extracao sdo pontos cruciais. Ha um alto custo relacionado
com a execucao dessas metodologias, em sua maioria, associados aos valores exorbitantes
de equipamentos e inSUMOS Necessarios.

A utilizacdo de kits comerciais para extracdo de acido nucleico € um exemplo. A
maioria desses insumos sdo adquiridos atraves de importacdo, o que além de refletir no
aumento do valor devido a logistica, podem ocasionar em problemas em sua produgéo
por conta de fatores externos como alta demanda e falta de matéria prima. Além disso,

muitos protocolos comerciais necessitam de equipamentos especificos para sua execucéo,

13



como microcentrifugas e homogeneizadores automaticos, que por sua vez acabam
aumentando o custo da anélise.

Sendo assim, reforca-se a importancia do aprimoramento em relacdo as
metodologias de extracdo de DNA a fim de garantir acessibilidade ao monitoramento e
diagnostico do PCV-2 através da técnica de gPCR em granjas comerciais, objetivando

simplicidade, baixo custo, rapidez e qualidade.
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8. CONCLUSOES

Os protocolos propostos nesse estudo apresentaram 6timos resultados em relagdo
a extracdo de DNA do PCV em amostras de saliva, sangue total e soro, quando
comparados com 0s métodos comerciais analisados.

Ambos os protocolos avaliados (Protocolo 1 e Protocolo 9) sdo aplicaveis para a
extracdo de DNA do PCV nos trés tipos de amostras analisadas. A quantificagéo do PCV
pela técnica de gPCR foi realizada com parametros eficientes, apesar da presenca de
contaminantes ou proteinas em ambos os protocolos executados, ndo interferindo na
qualidade analitica da técnica.

Os protocolos desenvolvidos nesse trabalho permitem execugdo manual e
automatica, podendo ser realizado conforme a disponibilidade dos recursos disponiveis.
O protocolo manual in house apresenta vantagem ne execugcdo em pequenas amostras.

Os protocolos de extracdo propostos poderao ser utilizados para extracdo de DNA

de outros virus.
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