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Resumo

O Circovirus porcino tipo 2 (PCV2), é um dos mais importantes agentes
patogénicos emergentes que afecta a criacdo suina a nivel mundial. A infecdo por este
virus estad associada a doencas, destacando-se a Post-weaning Multisystemic Wasting
Syndrome (PMWS). Esta a mais habitual e a que provoca mais perdas econémicas. A
prevencdo passa pelas medidas de biosseguranca e vacinacao, factor muito importante
para conferir uma proteccao elevada contra o PCV2.

Este trabalho foi realizado na empresa Raporal S.A., em duas exploracfes de
suinicultura. O estudo realizado incidiu sobre a comparacdo de duas vacinas (de
laboratdrios diferentes), cada uma administrada a um grupo distinto de 750 leites apos
o desmame. Os objectivos incluiram a verificacdo da existéncia de diferencas entre o0s
dois grupos de suinos relativamente aos pardmetros zootécnicos e imunoldgicos.
Avaliou-se também a existéncia de doencas oportunistas e a existéncia de lesbes em
pulmdes e coracbes apos o abate.

Os indices produtivos dos animais revelaram-se muito homogéneos nos dois
grupos. No despiste de antigénios e anticorpos dos agentes PCV2 e porcine reproductive
and respiratory syndrome virus, verificou-se que ambos 0s grupos estavam com 0S
valores dentro da normalidade, ndo apresentando sinais de doenca. Na avaliacdo dos
pulmdes e coracdes para verificacdo da existéncia de lesGes caracteristicas de agentes
patogénicos secundarios, foi possivel determinar que os animais ndo apresentavam

lesGes, com indices muito baixos de lesdo em todas as avaliacOes.

Palavras-chave: PCV2, suinos, ensaio experimental, vacinacdo, indices zootecnicos
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Abstract

Porcine Circovirus Type 2 (PCV2) is one of the most important emerging
pathogens affecting swine farming worldwide. Infection with this virus is associated
with the Post-weaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS). This is the most
common and the one that causes the most economic losses. In addition to biosafety
measures, vaccination is a very important factor in giving animals high protection
against PCV2.

This work was carried out at Raporal S.A., in two swine farms. The study
focused on the comparison of two vaccines (from different laboratories), each
administered to a distinct group of 750 piglets after weaning. The objectives included
verifying the existence of differences between the two groups of pigs in relation to
zootechnical and immunological parameters. The existence of opportunistic diseases
and the existence of lesions in lungs and hearts were also evaluated.

The productive indexes of the animals proved to be very homogeneous in both
groups. While screening for PCV2 and reproductive porcine and respiratory syndrome
virus agents, it was found that both groups had the values within the normal range,
showing no signs of disease. In the lung and heart assessment to verify the existence of
characteristic lesions of secondary pathogens, it was possible to determine that the

animals had good lung health, with very low value lesions in all evaluations.

Keywords: PCV2, pigs, experimental trial, vaccination, zootechnical indices
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Lista de abreviaturas, siglas e simbolos

APP — Actinobacillus pleuropneumoniae

APPI — indice Actinobacillus pleuropneumoniae

DNA — Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid)
ELISA — Ensaio de imunoabsorcéo enzimatica (Enzyme-linked immunosorbent assay)
GMD — Ganho médio diario

IC Econoémico — indice de conversio econémico

IC Zootécnico — indice de conversdo zootécnico

IFN-y — Interferon gama

IL-1B — Interleucina 1 beta (Interleukin 1 beta)

IPP — indice para pneumonia

Mhyo — Micoplasma hyopneumoniae

NF-kB — Factor nuclear kappa B (Nuclear factor kappa B)
ORF — Fase de leitura aberta (Open Reading Frame)

PCV2 — Circovirus porcino tipo 2 (Porcine circovirus type 2)

PCVADs — Doengas associadas ao circovirus porcino (Porcine circovirus associated
disease)

PDNS — Sindrome de nefropatia e dermatite suina (Porcine dermatitis and nephropathy
syndrome

PMWS — Sindrome de deficiéncia de crescimento pds-desmame (Porcine multi-
systemic wasting syndrome)

PNP — Pneumonia proliferativa e necrotizante (Proliferative necrotizing pneumonia)
PPV — Parvovirus porcino (Porcine parvovirus)

PRRSV - Virus da sindrome reprodutiva e respiratdria suina (porcine reproductive and
respiratory syndrome virus)

gPCR - Reacdo quantitativa em cadeia de polimerase (Quantitative polymerase chain
reaction)

sSDNA — Single stranded DNA

TNF-a - Fatores de Necrose Tumoral Alfa (Tumour Necrosis Factor alpha)
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1. CASUISTICA DO ESTAGIO CURRICULAR

1.1. Descricao das atividades desenvolvidas

O estagio curricular realizado na Herdade da Carrasqueira (JMPC) situada em
Palmela, teve inicio no dia 8 de outubro de 2020 e terminou no dia 30 de novembro de
2020 sob a orientacdo do Dr. Jodo Camejo, veterinario responsavel pelos animais que
sdo criados nesta herdade. O horéario laboral comecava as 9h e terminava as 19/20h
excetuando quando existiam urgéncias. O trabalho incidiu em clinica de bovinos de
carne, nomeadamente das ragas Limousine, Charolés, Saller, Blonde d’Aquitane e
cruzadas.

As atividades desenvolvidas foram diversas, desde procedimentos veterinarios
basicos, em que foi possivel articular conhecimentos tedricos obtidos nas aulas, com
atividades préaticas derivadas de diversas situacdes que surgiram. Foi também
interessante e produtivo no sentido de ter realizado por diversas vezes outros
procedimentos clinicos, tais como: cirurgias, necropsias, métodos de sincronizacdo de
cios, diagndsticos de gestacdo, partos e alguns tratamentos que ndo tinha tido
oportunidade de fazer com tanta regularidade e com isso obter mais experiéncia nesse
campo.

A segunda parte do estdgio decorreu na empresa Raporal, na Herdade do
Gamoal, em producéo de suinos e teve inicio a 14 de janeiro de 2021 e término a 14 de
fevereiro de 2021. O horario decorreu das 8h as 17h na maioria dos dias. Neste estagio
sob a orientagdo do Dr. Diogo Goncalves, foi possivel perceber a importancia do
maneio profiltico, que em suinos é tdo importante, tanto na area de reproducdo como
na recria e engorda. Na area da reproducdo, foi possivel aprender como funciona a
preparacdo das novas reprodutoras, desde que chegam a exploragéo, até que iniciam a
vida reprodutora. Houve contacto com varias técnicas, tais como, detecdo de cios,
inseminacOes, diagndsticos de gestacdo, tratamentos farmacoldgicos e vacinacao
(Figura 3 e 5).
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Figura 1 - Fotografia interior da &rea da maternidade (Fonte:
autor)

Figura 2 - Fotografia do parque de
inseminacdo (Fonte: autor)

Figura 4 - Fotografia de parque de gestacéo (Fonte: autor)

Figura 5 - Fotografia de diagnostico de
gestacédo (Fonte: autor)

Foi feito o acompanhamento de um estudo, em porcas primiparas vacinadas para
Clostridium de modo a verificar a eficacia vacinal, através de zaragatoas fecais
efetuadas aos leitGes, de modo a analisar presenca desta bactéria. Na area da recria
(Figura 6), engorda e matadouro foi onde foi dedicada a maior atencdo e foi parte
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integrante do trabalho, pois foi nestas instalacGes que decorreu o estudo para o trabalho

apresentado.

Figura 6 - Fotografia da area da recria

1.2 Dados da casuistica

Durante a primeira parte do estdgio na Herdade da Carrasqueira (JMPC) em
vacas de carne, a casuistica consistiu principalmente em maneio sanitéario, casos de

clinica médica e reproducéo (Gréfico 1).

@ Maneio sanitario [ Casos clinicos (terapias médicas)
[ Diagndstico de gestagdo Inseminagdo artificial

@ Sincronizagdo de cios @ Exames androldgicos

B Necropsias M Partos

M@ Cirurgias

Grafico 1 — Procedimentos realizados ao longo da primeira parte do estagio na Herdade da Carrasqueira
em vacas de carne. NOTA: os numeros apresentados no grafico referem-se ao total de animais
tratados/consultados.

13
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias | Faculdade de Medicina Veterinaria



Jodo Nuno Amaro de Oliveira Vieira
Circovirus tipo 2: Estudo Vacinal Comparativo

Na segunda parte do estagio na Herdade do Gamoal em clinica de suinos, a

casuistica incidiu nos procedimentos, cuidados e tratamentos a nivel da reproducéo, e

também no acompanhamento e evolucdo dos animais na recria, engorda e,

posteriormente, na avaliagdo dos animais em estudo no matadouro (Grafico 2).

[

200

Ml Vacinagdes

@ Diagndstico de gestagao

@ Administragdo profilatica
(medicamentos/suplementos)

Matadouro (avaliagdo de
coragdes e pulmdes)

E Inseminagdes

@ Detegdo de cio

B Recolhas de sangue

M Casos clinicos (terapias

médicas)

M Despiste de clostridioses
(zaragatoas pools)

Grafico 2 — Procedimentos realizados ao longo da segunda parte do estigio na Herdade do Gamoal em
clinica de suinos. NOTA: os numeros apresentados no grafico referem-se ao total de animais

tratados/consultados.

14

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias | Faculdade de Medicina Veterinaria



Jodo Nuno Amaro de Oliveira Vieira
Circovirus tipo 2: Estudo Vacinal Comparativo

2. Introducéo

2.1. Porcine Circovirus type 2 (PCV2)

O circovirus tipo2 (PCV2) (Figura 7) é um dos mais pequenos virus de DNA
capazes de infetar mamiferos. Pertencente a familia Circoviridae, género Circovirus, 0s
primeiros relatos da sua detecdo via hibradagdo in situ remontam ao ano de 1962
(Jacobsen et al., 2009), com o primeiro isolamento e caracterizacdo a ocorrer apenas em
1998 (Allan et al., 1998, Hamel et al., 1998). O final dos anos 90 foi também marcado
pela emergéncia de um elevado numero de casos de suinos infetados por PCV2,
atingindo uma proporcao epidémica nos continentes Europeu (LeCann et al., 1997),
Asiatico (Choi et al., 2000) e, anos mais tarde (2005), na América (Carman et al., 2006).

Figura 7 - Particula viral de PCV caracterizada pela sua estrutura ecosaédrica e genoma circular
constituido por DNA de cadeia simples (ssDNA). (Fonte: ViralZone, SIB Swiss Institute of
Bioinformatics)

O PCV2 ¢é um agente distinto do porcine circovirus type 1 (PCV1), uma forma
ndo patogenica para suinos, previamente identificada em culturas de células PK-15
(Allan et al., 1995). Embora estudos sugiram uma origem comum para estas duas
formas, ao que se seguiu uma evolucédo diferencial, a histdria evolutiva dos circovirus e
0 tipo de mutagdes acumuladas continua a ser tema de debate (Olvera et al., 2007, Ge et

al., 2012). Atualmente, o PCV2 é encarado como um dos mais importantes agentes
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patogénicos a afetar a criagdo suina a nivel mundial, causando avultados prejuizos
econdmicos nesta industria. Tal relevancia tem conduzido os esforcos para a
caracterizacdo dos mecanismos de infe¢do do virus, o que resultou no surgimento de

diversas vacinas com elevado grau de eficicia (Beach and Meng, 2012).

2.1.1. Estrutura e organizagdo genomica

O PCV2 caracteriza-se pela sua estrutura livre de envelope proteico que se
traduz numa particula virica (virido) de 12 a 23 nm de diametro (Rodriguez-Carino and
Segales, 2009). Este exibe uma capside ecosaédrica que incorpora 0 Seu genoma
circular de cadeia unica (sSDNA) constituido por 1767-1768 nucleotidos (Crowther et
al., 2003). Este genoma contém duas grelhas de leitura (ORFs) principais — rep (ORF1)
e cap (ORF2) — que codificam para a replicase e capside proteica respetivamente
(Nawagitgul et al., 2000, Cheung, 2003) e uma secundaria (ORF3), que provoca
apoptose celular, com pequenas diferencas dependendo do tipo de células afectadas
(Zhang et al., 2020). (Figura 8). O estudo comparativo de PCV2 encontrado em
diferentes partes do mundo revelou 3.5% de variacao entre sequéncias. Atualmente, essa
variacdo traduz-se na designacao das quatro principais variantes do genétipo como a, b,
ced (PCV2a, PCV2b, PCV2c, PCV2d) (Segales et al., 2008).

SL

cap

Nl

|
500 1,000 1,500
Base palrs

Figura 8 - Mapa esquematico do genoma dos Porcine Circovirus 1 e 2 com as respetivas ORFs.
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As duas redes de leitura principais (cap e rep) sdo separadas por um stem-loop (SL) localizado
na regido intergénica (IR). A terceira grelha de leitura conhecida (ORF3). Adaptado de (Meng,
2013).

2.1.2. Infecéo e replicagao viral

A interagdo entre 0 PCV2 e o0s seus hospedeiros naturais (suino domestico e
javali) tem vindo a ser descrita como um processo complexo. Estudos apontam a
transmisséo oro-nasal como a principal via de transmissao do virus, no entanto, este tem
também vindo a ser detetado em secrec@es salivares, oculares, fecais e bronquiais, bem
como no colostro, leite e sémen de animais infetados (Caprioli et al., 2006, Segalés et
al., 2005). Tal mostra que outras vias de infecdo contribuem para as elevadas taxas de
transmissdo horizontal observadas aquando do contacto entre animais livres de virus e
animais infetados (Albina et al., 2001). Embora o PCV2 esteja associado a problemas
reprodutivos, a transmissdo vertical do virus é ainda controversa. De facto, embora a
inseminagdo de porcas livres de virus com sémen contaminado culmine na infe¢do dos
fetos, ndo € ainda claro se a quantidade de virus naturalmente presente no sémen de
animais infetados € suficiente para que tal aconteca (Madson et al., 2009). Por outro
lado, a exposi¢do intrauterina dos fetos ao virus ap6s 70 dias de gestacdo, demonstrou
ser capaz de infetar diversos tipos celulares incluindo hepatdcitos e células de linhagem
monocitica sem, no entanto, causar aborto (Sanchez et al., 2001).

Num estudo levado a cabo por Misinzo et al. (2006) utilizando a linha celular de
mondcitos 3D4/31 foi demonstrado que as particulas virais de PCV2 aderem as células
do hospedeiro estabelecendo ligagdo com os residuos basicos de glicosaminoglicanos
(GAGs) (ex. sulfato de heparano) presentes na superficie da membrana celular.
Estabelecida a aderéncia, o virus é internalizado via endocitose mediada por clatrinas ao
que se segue a desmontagem da particula viral por acdo de protéases presentes no
ambiente acido dos endossomas. De notar que, enquanto nesta linha monocitica o
tratamento das células com inibidores de protéases limitou a replicacdo viral, outros
estudos levados a cabo em linhas de células epiteliais revelaram um aumento dos niveis
de replicacédo viral aquando do bloqueio da diminui¢do do pH endossomal (Misinzo et
al., 2008). Tal sugere que os mecanismos envolvidos no processo de infegdo e
replicacdo do PCV2 sdo dependentes do tipo celular em questdo. Apds a separacdo das

diferentes componentes, a presenca de um nuclear localization signal (NLS) faz com
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que o ssDNA este seja transportado para o nicleo onde é convertido em DNA de cadeia
dupla (dsDNA) pelas enzimas do hospedeiro (Cheung, 2012). Também a polimerase do
hospedeiro é responsavel pela transcricdo da sequéncia codificante das proteinas nédo
estruturais rep e rep’ (ORF1), as Unicas proteinas virais necessarias para o processo de
replicacdo. Estas sdo recrutadas do citoplasma para o nucleo onde estabelecem ligacao
com a origem de replicacédo (localizada no stem loop) de forma a clivar e destabilizar o
dsDNA e permitir a replicacdo do genoma, uma vez mais por acdo da polimerase do
hospedeiro (Faurez et al., 2009, Tischer et al., 1987). Finalizada a replicagéo, ocorre a
reconstrugdo da particula viral através do recrutamento da proteina cap para o ndcleo
(com o apoio das rep/rep’) que se associa ao genoma (Huang et al., 2015). Embora o
processo pelo qual o virus sai da célula seja ainda desconhecido, é possivel que tal
ocorra 36 horas depois através da desintegracdo nuclear e morte celular, consequéncia
da acumulacdo de um elevado nimero de virides no seu interior (Figura 9)
(Finsterbusch and Mankertz, 2009).
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Figura 9 - Diferentes fases do ciclo replicativo do PCV2 numa célula da linha celular monocitica 3D4/31.

As principais proteinas envolvidas em cada nivel de replicacao viral estdo marcadas utilizando técnicas de
imunofluorescéncia. Adaptado de (Nauwynck, 2018).

2.1.3. Patogénese

Tratando-se de um virus que atinge preferencialmente os tecidos linfoides

levando a deplecéo linfocitaria, o condicionamento da resposta imune traduz-se numa
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replicacdo progressiva que culmina no comprometimento da funcdo de dérgdos vitais
(Wei et al., 2019). A infecdo por PCV2 tem vindo a ser associada a diversas patologias,
coletivamente denominadas PCV2 — associated diseases (PCVADSs) (Segales, 2012).
Entre elas, destacam-se, ao nivel das doencas pulmonares (PCV2-LD), a Post-weaning
Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS) (Ellis et al., 1998) e a Porcine Dermatitis
and nephropathy Syndrome (PDNS) (Phaneuf et al., 2007) no grupo das doencas
sistémicas (PCV2-SD), e a Proliferative and Necrotising Pneumonia (PNP) (Drolet et
al., 2003). Outras doencas de caracter entérico (PCV2-ED) (Kim et al., 2004) ou que
impactam a performance reprodutiva (PCV2-RD) (West et al., 1999) sdo também

muitas vezes consequéncias da infecdo pelo virus (Figura 10).

Figura 10 - — Grupos de doencas associadas a infecdo por PCV2.

2.1.3.1. Post-weaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS)

Post-weaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS), a sindrome mais
frequente associada ao PCV2, foi identificada pela primeira vez no Canada em 1996
como uma doenga que causa até 30% de mortes em leitGes de idade entre 6 e 12 meses
(Segales, 2012). Em Portugal, os problemas relacionados com a doenga foram evidentes
entre 1995 e 2003. Diminuindo a partir de 2007, possivelmente devido ao efeito dos
programas de vacinacao estabelecidos (Henriques et al., 2011).
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Estudos demonstraram que a infecdo por PCV2 através da via oronasal
(principal via de transmissdo) € seguida pela replicacdo viral nas células do trato
respiratorio, digestivo e posteriormente no sangue, nomeadamente em macrofagos
(Patterson et al., 2011). De facto, em resultado da infecdo de macrofagos e células
dendriticas, ocorre uma transferéncia do virus para os linfonodos (ex. bronquiais,
inguinais etc.), onde a replicacdo viral passa a decorrer em linfocitos, levando a sua
deplecéo (como resultado da apoptose) e consequente perda da arquitetura nodular (Li
et al., 2012). Apds cerca de 3 semanas de continua replicagdo viral € possivel verificar
uma diminui¢do do numero de linfdcitos B e células dendriticas nos foliculos de tecidos
linfaticos secundarios, bem como uma distribuicéo irregular de linfocitos T em regides
interfoliculares (com comprometimento da viabilidade de células CD4") (Sarli et al.,
2001). Em alguns casos, a infiltracdo de histidcitos (células do sistema imunitario)
nestas regides constitui uma agravante ao quadro clinico do animal (Shibahara et al.,
2000). Estados avancados da doenca, em que ha uma grande concentracdo de antigénio
nos tecidos e plasma sanguineo, caracterizam-se pelo aparecimento dos primeiros sinais
clinicos (Figura 11) (Chianini et al., 2003).

Figura 11 - Corte histoldgico de um linfonodo inguinal num porco saudavel (A) e infectado com PMWS
(B). Enquanto no caso do porco saudavel as regiGes interfoliculares estdo claramente diferenciadas e
preenchidas (A), a presenca do virus PCV2 leva a deplecdo linfocitica (aumento do nimero de regides
claras) e distribuicdo irregular dos remanescentes (maioritariamente células T), o que resulta numa perda
da arquitetura nodular. Coloragéo via Hematoxilina-Eosina. (Adaptado de (Darwich et al., 2002).

E importante considerar que, atualmente, ndo € possivel reproduzir PMWS
experimentalmente (Krakowka et al., 2001). De facto, nessas condi¢Ges apenas se
consegue atingir um cendrio semelhante a doenga a campo, quando o sistema imune é

estimulado através da coinfecc¢do celular com outros agentes patogénicos (ex. Porcine
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Reprodutive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) ou Porcine Parvovirus (PPV)).
Tal coloca ainda muitos entraves ao estudo e caracterizacdo detalhada dos mecanismos
envolvidos na patogenicidade do PCV2 (Allan et al., 2000b, Opriessnig et al., 2004a).
De acordo com isto estd também a elevada incidéncia de casos de infe¢do subclinica por
PCV2. Estes casos, facilmente reconhecidos através da detecdo de virus e respetivos
anticorpos em fluidos orais, constituem um fator preponderante na transmisséo viral (ex.
através de fezes contaminadas) em suiniculturas (Prickett et al., 2008). Assim, em
grande parte dos animais que contraem PMWS, com a ocorréncia de coinfeccOes, que
associadas a um sistema imune defeituoso, resultam nos casos mais graves (Krakowka
et al., 2000, Dorr et al., 2007). Um estudo demonstrou também que muitos destes
animais com infecdo subclinica apresentam niveis de linfocitos T ligeiramente
superiores aos que apresentam a forma clinica, o que pode justificar muitas das
diferengas micro e macroscopicas entre os dois grupos (Figura 12) (Nielsen et al.,
2003).

Lesdes microscopicas

LesOes graves a moderadas com Lesdes ligeiras com baixa
presenca de PCV2 em tecidos presenca de PCV2 em tecidos
linfoides. linfoides.

/ / |
Animal com Animal Animal com atraso
PMWS aparentemente no crescimento e
saudavel perda de peso

-Infecéo subclinica de
PCV2 (outros fatores
externos devem ser
avaliados);

-Infecéo subclinica de
PCV2;

-Animal em fase pré-

clinica de PMWS. -Animal em fase

convalescente de
PMWS.

Figura 12 — Esquema representativo dos critérios envolvidos no diagndstico de PMWS em suinos.
(Adaptado de Segalés, 2012a).
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Os sinais clinicos associados & doenga incluem atraso no crescimento, perda de
peso, diarreia, hipertrofia dos linfonodos e imunossupressdo sistémica (Fenaux et al.,
2003). Uma vez que ndo existe ainda nenhum tratamento especifico para a PMWS,
animais diagnosticados sdo sujeitos a eutanasia, 0 que resulta nas ja referidas perdas
economicas (Alarcon et al., 2013).

A demonstracdo de sinais clinicos de PMWS implica infecdo por PCV2, no
entanto, dada a ubiquidade do virus, a presenca de anticorpos no animal é um fator
insuficiente para diagnosticar esta sindrome. Como tal, o diagnostico requer (1) a
presenca dos sinais clinicos ja indicados, (2) a presenca de lesbes microscdpicas
associadas ao PCV2 (ex. deplecdo linfocitica, formacdo de granulomas e niveis
elevados da proteina cap) detetadas atraveés de técnicas histopatoldgicas e (3) a
existéncia de altos niveis de &cidos nucleicos associados ao virus (ex. genoma viral) em
tecidos infetados analisados via qPCR (Sorden, 2000, Opriessnig and Langohr, 2013,
Segales, 2012). Técnicas como ELISA para detecdo de anticorpos ou
imunofluorescéncia para o reconhecimento de antigénios, embora pouco utilizadas,

podem servir como métodos de diagndstico complementares (Chae, 2004).

2.1.3.2. Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome (PDNS)

PDNS ¢ clinicamente caracterizada pelo aparecimento de lesdes dérmicas
agudas na regido perineal e das coxas (frequentemente na forma de les6es de cor violeta
que evoluem para relevos avermelhados e centro escuro) e febre alta. Tipicamente 0s
animais afetados por PDNS estdo anorécticos e apresentam défice de resposta a
estimulos (Drolet et al., 1999). Macroscopicamente é também possivel encontrar
animais doentes com rins hipertrofiados e de cor palida, j& microscopicamente estes
animais apresentam tipicamente cenarios de vasculite necrotizante associada a
inflamacdo dos glomérulos renais (glomerulonefrite fibrosa ou necrética) (Segalés,
2012b). Ainda que a prevaléncia da doenca seja baixa (1%), a taxa de mortalidade ronda

0s 100% em porcos com mais de 3 meses (Figura 13) (Segalés et al., 1998).
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Figura 13 — LesOes dérmicas caracteristicas de PDNS. (Adaptado de msd-animal-health.ie)

Embora existam estudos antigos que sugerem uma associagdo temporal entre
PDNS e PMWS, na medida em que animais afetados por PMWS tendem a desenvolver
PDNS, a etiologia da doenca € ainda hoje maioritariamente especulativa. De facto, a
associacao de PDNS ao virus PCV2 é ainda circunstancial e a dete¢do deste nos tecidos
ndo é considerada nos critérios de diagndstico ditos standard (Segalés, 2012b).

2.1.3.3. Reproductive disease (PCV2-RD)

Os primeiros relatos de PCV2-RD foram feitos por West et al. em 1999 em
populacbes de suinos do Canada. Desde entdo, outros estudos tém vindo a associar a
infecdo por PCV2 a casos de aborto, nados-mortos, mumificacdo fetal ou morte pré-
desmame (O'Connor et al., 2001, Opriessnig et al., 2008a, Rovira et al., 2002). Johnson
et al. (2002) inoculou 37 fetos de 3 porcas gestantes aos 86, 92 e 93 dias de gestagéo
pela via intramuscular, observando depois 24 porcos normais e 13 porcos mumificados,
nados-mortos ou enfraquecidos. Tal confirmou que o PCV2 pode infetar fetos tardios,
causando anormalidades reprodutivas (Johnson et al., 2002).

O facto da seroprevaléncia de PCV2 em porcos adultos ser elevada e muitos
grupos reprodutores ndo apresentarem doenca, torna esta condicdo mais frequente em
novas populacbes maioritariamente constituidas por individuos seronegativos

(Opriessnig et al., 2007, Togashi et al., 2011). Como referido anteriormente, embora a
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transmissdo vertical seja ainda tema de debate, independentemente da via de
transmissdo, o miocardio do feto parece ser o local preferencial da replicacdo viral
podendo, ou ndo, resultar na morte do feto (Sanchez et al., 2003). No caso das infecOes
in utero, varios autores acreditam que a existéncia de manifestacdes do tipo subclinico

pode explicar as diferencas observadas (Figura 14) (Madson e Opriessnig, 2011).

Infegdo por PCV2 in utero

Problemas reprodutivos Infecdo subclinica
Sinais clinicos Sinais clinicos (todos os animais podem
ser afetados):
- Aumento do nimero de mumificagtes - Sem sinais clinicos, ou presenca de
- Nados-vivos crias enfraquecidas
Diagnéstico (tecidos): Diagnéstico (plasma de crias pré
- LesBes microscopicas como miocardite e lactacso):
deplecdo de linfécitos - Detec3o através do DNA (PCR)
- PCV2 associado a lesBes (IHC ou ISH) - Detegdo de anticorpos (ELISA, IPMA, IFA)

Figura 14 — Consequéncias associadas a infegdo in utero por PCV2. (Adaptado de Madson e Opriessnig,
2011)

Os animais infetados in utero, caso sobrevivam, constituem ndo s6 uma fonte de
transmissdo para outros porcos, mas estardo também mais suscetiveis a outros tipos de
PCVADs durante o crescimento. De qualquer forma o PCV2 é ubiquo, e a sua
prevaléncia ndo é eliminada pela vacinacdo das reprodutoras. Mesmo que 0s animais
ndo sejam infetados in Utero, os leitbes sdo expostos ao virus no momento do parto,

durante a amamentagéo, por contato com a progenitora e as suas secrecdes (Dvorak et
al., 2013).

2.1.3.4. Proliferative and necrotizing pneumonia (PNP)

PNP, uma forma severa de pneumonia intersticial, foi pela primeira vez descrita
em 1990 na cidade de Quebec no Canadd (Morin et al., 1990). Esta condicgéo
caracteriza-se pela presenca de graves lesdes a nivel pulmonar, tendo stress respiratorio
e dispneia como fatores clinicos principais (Segales, 2012). Na primeira descri¢do da

doenca foi reportado que esta pode ocorrer entre os 15 dias e 0s 4 meses de idade,
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apresentando um pico de incidéncia entre as 4 e as 10 semanas (Morin et al., 1990).
Atualmente, essas idades continuam a ser utilizadas como referéncia, mas o diagndstico
é agora complementado pela analise da presenca de patologias ao nivel dos bronquios e
bronquiolos (ex. fibroplasia peribronquiolar, bronquiolite necrotizante e/ou ulcerativa)
(Szeredi and Szentirmai, 2008). E importante notar que para que seja diagnosticado um
caso de PNP é necessario que se verifiguem grandes quantidades de PCV2 no pulmao,
assim como uma total auséncia de lesdes ao nivel dos tecidos linfoides. Caso contréario
poderd tratar-se de um caso de PMWS, onde foram também ja descritos problemas
respiratorios, incluido algumas formas de pneumonia (Segales, 2012).

Casos de PNP estdo também frequentemente associados a coinfec¢bes com
outros agentes patogénicos como Porcine reproductive and respiratory syndrome virus
(PRRSV), Swine Influenza virus (SIV) ou Mycoplasma hyopneumoniae (Sinha, 2011,
Chae, 2016, Grau-Roma and Segalés, 2007). De facto, estudos demonstram que agentes
como o PRRSV sdo determinantes para o aparecimento da doenca, apresentando
elevada prevaléncia — num estudo realizado a 60 suinos com PNP, 55 eram portadores
de PRRSV, 1 de SIV e 25 de PCV2 (Drolet et al., 2003). Para além disso, a propria
ordem de infecdo pelos agentes pode influenciar tanto a sua patogenicidade e sintomas
da doenca (Tsai et al., 2012), como o potencial efeito das vacinas administradas (Chae,
2016).

2.1.3.5. PCV2-associated enteritis (PCV2-ED)

A ocorréncia de doencas de caracter entérico em suinos constitui ainda hoje um
tema de debate dada a sobreposicdo de sintomas com outras condi¢es sistémicas
(PCV2-SD) que também provocam diarreia (Ex. PMWS) (Opriessnig et al., 2007, Ticd
et al., 2013). De facto, os cientistas que defendem a doenca enterica como uma condigéo
independente, consideram que para além da ocorréncia de diarreia (sintoma principal) e
disturbios do trato digestivo, fatores como a condic¢éo dos tecidos linfoides e a carga
viral no organismo devem ser analisados (Kim et al., 2004). Com base nisso, parametros
a ser tidos em conta para o diagnéstico de PCV2-ED passam pelo estudo da ocorréncia
de enterite granulomatosa e deplecdo de linfocitos observada microscopicamente nas
placas de Peyer assim como presenga de niveis elevados de PCV2 tanto nas placas

como na mucosa intestinal (Segalés et al., 2004). Contrariamente, no caso de uma
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doenca sistémica, tanto a deplegdo das células imunes como a acumulacao de particulas
virais ocorre também noutros tecidos linfoéides do organismo (Segales, 2012). No
entanto, um artigo publicado em 2015 por Bard, Sigalés e Martinéz com o objetivo de
estudar a relacdo entre patologias intestinais e a infecdo por PCV2, demonstrou que
todos os animais com patologias entéricas que também eram positivos para PCV2
apresentavam sinais de infecdo viral sistémica. Tal veio favorecer a hipdtese de que a
contribuicdo do PCV2 para as doencas entéricas esta associada a ocorréncia de PCV2-

SD e a PCV2-ED na sua forma independente pode ser negligenciada (Baro6 et al., 2015).

2.1.4. Interacdo do PCV2 com o sistema imunitario

Como ja referido, a infecdo por PCV2 esta altamente associada com o sistema
imune do hospedeiro, afetando o seu funcionamento e consequentemente a resposta do
organismo a outros agentes patogénicos. Embora proteinas virais tenham ja sido
encontradas no citoplasma de diferentes células imunes como ¢é o caso de macréfagos,
monocitos e células dendriticas, o papel exato que cada uma delas desempenha no
processo de infecdo ainda ndo € totalmente conhecido (Darwich and Mateu, 2012).

Sabe-se que a imunossupressdo, causada pela deplecdo de linfocitos
(principalmente células B e T) constitui um fator critico na progressdo das doencas
associadas a infecdo (ex. PMWS). De facto, em fases mais avancadas da doenca é
observada uma inversdo das propor¢des de células imunes, tanto nos linfonodos como
no sangue, verificando-se que, associada a escassez de linfdcitos estd um aumento do
namero de neutrofilos como resultado de uma resposta inflamatéria local (Darwich et
al., 2002). Desde os primeiros relatos da doenca que a queda no nimero de linfocitos
tem vindo a ser explicada como o resultado da replicacdo viral no interior das células
que, em ultima instancia leva a apoptose celular. Ainda hoje, a capacidade do PCV2
para replicar e lesar estas células constitui um dos principais enigmas associados a
infecdo (Pan et al., 2018). Alguns estudos indicam que tal replicacdo esta limitada a
linfocitos em diviséo (Lin et al., 2008, Lefebvre et al., 2008), enquanto outros refutam
essa ideia ao demonstrar que, embora a administracdo de agentes promotores da mitose
possa estimular a replicacdo viral, tal ndo depende do facto da célula estar ou ndo em
mitose (Yu et al., 2009). E, no entanto, possivel que diferentes caracteristicas de

determinadas populacdes de linfocitos, bem como o conjunto de citocinas libertadas,
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possam condicionar a suscetibilidade destas células a infe¢cdo por PCV2 (Darwich and
Mateu, 2012). No que tem a ver com a deplecdo celular, para além da morte por lise em
resultado da replicacdo viral, também a ativacdo da via do NF-kB (verificado in vitro
em células PK15 e macrofagos alveolares infetadas por PCV2) que esta envolvida na
producdo de citocinas podera ser um fator preponderante na promocéo da apoptose (Han
et al., 2017, Liu et al., 2007). Assim, embora a combinacdo destas causas com a
destruicdo da arquitetura nodular constitua uma possivel explicacdo para a deplecédo
linfocitaria observada, outros mecanismos poderdo estar envolvidos sendo por isso
necessaria a realizacdo de analises in vivo adicionais (Darwich and Mateu, 2012).
Relativamente as células dendriticas, estudos demonstraram que o DNA de
cadeia dupla do PCV2 apresenta capacidade imunomodulatéria, interferindo ndo s6 com
0s processos sub-celulares mas com o prdprio citoesqueleto. De facto, Balmelli e
colegas (2011) mostraram que estes acidos nucleicos, ao serem reconhecidos pelos
recetores superficiais, levam a uma diminuicdo da eficiéncia de internalizacdo de PCV2
viral like proteins (VLP) por parte de células dendriticas de origem mieloide. Esta
supressao de funcionalidades bésicas dos mecanismos inatos de defesa do organismo é
mais um fator que vai de encontro a observada imunossupressdo e consequente aumento

do risco de infe¢des secundarias.

2.1.5. Infecbes secundarias ou coinfecdes

Como ja referido, a deplecdo linfocitaria associada a reducdo da eficiéncia de
resposta imune face a infecdo por PCV2 acarreta graves consequéncias para 0
organismo, sendo uma das mais criticas 0 aumento da suscetibilidade para infecfes
subsequentes. Entre os agentes mais frequentes neste tipo de doenca destacam-se 0s
respiratorios (Mycoplasma hyopneumoniae e Actinobacilus pleuropneumoniae) assim
como o Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) (Chae, 2016).

Para além do seu envolvimento na ja referida PNP, M. hyopneumoniae é o
principal causador de pneumonia enzootica, uma doenca respiratdria cronica que afeta
suinos com cerca de 8 semanas de idade (Thacker et al., 1999). Primariamente
identificada na superficie mucosa da traqueia, bronquios e bronquiolos, esta bactéria
condiciona o funcionamento dos cilios localizados no epitélio respiratério, pondo em
causa o sistema de ‘limpeza’ da mucosa (Blanchard et al., 1992). Como consequéncia,

esta infecdo aumenta a predisposicdo do animal para infecGes de outros agentes
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patogénicos respiratorios como parasitas, bactérias ou virus como o PCV2 (Maes et al.,
2018). Num estudo realizado em 2004, porcos com 4 semanas foram inoculados com M.
hyopneumoniae seguindo-se uma segunda inoculacdo com PCV2 as 6 semanas de
idade. Os resultados revelaram que 23.5% dos porcos infetados por ambos o0s agentes
apresentavam diminuicdo da taxa de crescimento, severa deplegdo de linfocitos e lesdes
granulomatosas nos nodulos linfaticos associada a niveis elevados de PCV2. Os autores
concluiram assim que a infecdo por M. hyopneumoniae ndo s6 potenciava a severidade
das lesdes pulmonares e linfoides associadas ao PCV2, como aumentava a quantidade e
a prevaléncia desse virus nos animais, promovendo a ocorréncia de doencas sistémicas
como a PMWS (Opriessnig et al., 2004b).

Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) é outra bactéria frequentemente
associada a doencas respiratérias em suinos (Haesebrouck et al., 1997). Esta é
tipicamente encontrada nas amigdalas e trato respiratorio superior, transmitindo-se
assim a curtas distancias através da dispersdo de goticulas no ar. A severidade da
doenca € dependente da quantidade de agente presente no organismo do animal, na
medida em que uma grande quantidade de bactéria resulta em niveis elevados de toxinas
a nivel pulmonar (Jobert et al., 2000). Sinais clinicos passam por febre alta, tosse e
anomalias respiratorias que, em muitos dos casos, culminam em morte repentina por
paragem cardiaca (Bossé et al., 2002). Dada a severidade de algumas estirpes de A.
pleuropneumoniae, a infe¢do por este agente é considerada um fator de alto risco que
geralmente leva a morte de animais imunodeprimidos ou com o sistema imune
condicionado por outro agente patogénico (ex. PCV2 ou M. hyopneumoniae) (Cheong
et al., 2017, Wang et al., 2015, Haimi-Hakala et al., 2017). Num estudo recente
observou-se que o PCV2 ndo s6 facilitava a aderéncia e invasdo dos macrofagos
alveolares por parte do APP como também promovia a sobrevivéncia deste através da
inibicdo da producao de especies reativas de oxigenio (ROS) via NADPH Oxidase. Para
além disso, verificou-se que a coinfeccdo de PCV2 e APP caracterizava-se por uma
diminuicdo da produgdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-o e IL-1p,
comprometendo a resposta imune (Qi et al., 2019).

Quando se fala em perdas econdémicas na industria suina mundial, outra das
doencas que é frequentemente referida € a PRRS (Neumann et al., 2005). Causada por
infecdo pelo agente PRRSV, esta doenca caracteriza-se pela sobreposi¢do de duas
condigdes clinicas — problemas reprodutivos e doenga respiratoria — que atingem

animais numa diversa gama de idades. Para além de sinais clinicos como perda de peso,
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febre, anomalias respiratorias, parto prematuro ou aborto, leses ao nivel dos pulmdes e
linfonodos, sdo também bastante frequentes e passiveis de evoluir para doencas graves
(Zimmerman et al., 2013). Uma das principais caracteristicas do PRRSV é o facto de
este poder permanecer no organismo do animal portador por mais de 100 dias, embora
em muitos casos o animal atinja a imunidade e pare de transmitir o virus apds 60 dias.
Este tipo de infe¢do denominada “persistente”, constitui 0 mais importante fator de
transmissdo viral e contribui para a insercdo do virus em novas populaces suinas
(Benfield et al., 2000b). A transmissdo pode ocorrer via secre¢des (ex. urina, sémen) ou
fezes, havendo também alguns relatos mais recentes de transmissdo pela via aérea
(Christianson et al., 1993, Rossow et al., 1994, Arruda et al., 2019). Fatores como a
ocorréncia de transmissdo vertical (in utero ou pds-parto) muitas vezes causada pela
prética de inseminagdo artificial com sémen contaminado sdo também criticos para a
disseminacéo viral dentro de uma determinada populagéo (Maes et al., 2008, Benfield et
al., 2000a, Rowland, 2010, Harding et al., 2017). Apds a infecdo, a replicacdo viral
parece ocorrer em células portadoras do recetor superficial CD163 (Calvert et al., 2007)
como é o caso dos macrofagos alveolares e macrofagos intravasculares no pulméo, dos
macrdfagos derivados de mondcitos nos tecidos linfoides e das células dendriticas
(Thanawongnuwech et al., 1997, Duan et al., 1997). No que se refere a casos de
coinfecdo com PCV2, diversos estudos tém vindo a dar conta do impacto do PRRSV na
promocdo da replicagdo do PCV2, o que resulta ndo s6 em casos mais severos de
pneumonia viral associada ao PRRSV mas também ao agravamento das lesdes
relacionadas com a PMWS (Allan et al., 2000a, Harms et al., 2001, Rovira, 2002). Esta
interacdo foi reforcada num estudo de 2011 onde se verificou uma maior quantidade de
DNA de PCV2 no plasma, esfregacos orais, nasais e fecais de animais infetados por
ambos 0s agentes, assim como maior quantidade de PCV2 nos tecidos. No mesmo
estudo foi também observado que a infe¢&o por PRRSV prolongava a presenca de DNA
de PCV2 no plasma, alertando assim para a importancia do controlo do PRRSV de

forma a diminuir a transmissédo de PCV2 em populagdes suinas (Sinha et al., 2011).

2.1.6. Vacinacéo contra o PCV2

A vacinacgdo contra 0 PCV2 é o método mais utilizado para proteger os animais

das diferentes manifestacbes clinicas da infecdo — PCVADs. A primeira vacina
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comercialmente disponivel — Circovac® (Merial Inc.) — surgiu em 2004 com
disponibilidade restrita a Franca e Alemanha, tendo sido globalmente disponibilizada no
ano de 2007 (Burch et al., 2009, Charreyre and Vaganay, 2005). Baseada na
administragdo de uma forma inativada de PCV2, é a Unica vacina licenciada para
administragdo em porcas reprodutoras e leitbes pos-desmame. Tal estd associado a
exposicao dos leitdes ao virus numa fase precoce do seu desenvolvimento na medida em
que, por serem portadores de forte imunidade de origem materna, permanecem
resistentes a possiveis contactos com o PCV2 durante o seu ciclo de vida (Opriessnig et
al., 2010, Pejsak et al., 2010, Kurmann et al., 2011). Desde entdo, outras vacinas tém
vindo a ser desenvolvidas (Anexo A — Tabela 8), podendo estas ser divididas em dois
grupos de acordo com a sua constituicdo: (1) vacinas portadoras da proteina Cap do
PCV2 expressa num sistema de baculovirus e (2) vacinas constituidas por uma forma
quimérica e inativada do virus, contendo a estrutura base do agente ndo patogénico
PCV1 em que o gene da capside foi substituido pelo do PCV2 (Fort et al., 2008, Fenaux
etal., 2004).

Neste trabalho, para além da vacina Circoflex Boehringer®, foi testada a
utilizacdo da Porcilis PCV® MSD (Intervet/Schering-Plough Animal Health, Boxmeer,
The Netherlands). Esta, cujo principio ativo vai de encontro ao modelo 1, foi licenciada
em 2009 e ja demonstrou ser bem tolerada pelo animal, tendo ndo s6 um importante
efeito ao nivel da reducdo da mortalidade, viruléncia e carga viral como também ao
nivel da produtividade suina, promovendo o ganho diario de peso (Martelli et al., 2011).

Geralmente, os parametros imunoldgicos utilizados para determinar a eficacia de
uma vacina contra o PCV2 baseiam-se no estudo da inducdo de anticorpos capazes de
neutralizar o virus (Park et al., 2014). Estes apresentam varios mecanismos de
neutralizacdo incluindo a inibicdo da ligacdo do virus aos recetores superficiais da
célula, interferéncia com o proprio processo de entrada ou até mesmo com 0s
mecanismos endossomais responsaveis por fazer o “uncoating” do genoma viral para
replicacdo (Corti and Lanzavecchia, 2013, Plotkin, 2008). De facto, estudos tém vindo a
demonstrar a eficacia de diversas vacinas através da observacdo de anticorpos 20 dias
apos administracdo da mesma, associado a uma diminuicdo da carga viral no plasma e
maior namero de células produtoras de IFN-y (Seo et al., 2014, Opriessnig et al.,
2008b).

Embora a maior parte das vacinas atualmente licenciadas nos diferentes paises

apresentem resultados bastante satisfatorios, desde a sua introducdo tem-se vindo a
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observar um aumento do nimero de variantes virais do PCV2. De facto, até ao ano de
2004, PCV2a era o principal genotipo observado nos Estados Unidos, situacdo que se
alterou entre 2007 e 2009 com a emergéncia do PCV2b que esteve associado a graves
surtos virais no pais. Embora alguns estudos defendam a ideia de que o gendtipo b esta
associado a uma estirpe mais virulenta, os resultados tém vindo a ser mistos (Gagnon et
al., 2007, Guo et al., 2011). O mesmo acontece com a ideia de que o gendtipo b surgiu
devido a pressdo seletiva induzida pela introducdo das vacinas (Dupont et al., 2008,
Firth et al., 2009). Atualmente ja foram identificados 8 gendtipos diferentes, PCV2a,
PCV2b, PCV2c, PCV2d, PCV2e, PCV2f, PCV2g e PCV2h.

As vacinas comerciais atuais sdo eficazes contra os gendtipos virais do PCV2,
no entanto algumas vacinas experimentais, demonstraram ter um resultado ainda mais
eficaz no controlo da virémia (Guo et al., 2022).

Perante o atual cenario, com uma grande variedade de vacinas disponiveis no
mercado e com 0 surgimento de novas estirpes virais, é imperativo que se tome

conhecimento de quais as mais eficazes.
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3. Objetivos do trabalho

Este trabalho teve como objetivos:

» Avaliar qual a vacina com melhor capacidade de imunizag&o nos dois grupos de
suinos. Vacina do grupo A — Porcilis PCV (MSD) 0.2ml intradérmica. Vacina do
grupo B — Circoflex Boehringer 1ml intramuscular. Ambas portadoras da proteina Cap

do PCV2 expressa num sistema de baculovirus.

« Verificar através de analises laboratoriais a presenca de PRRS por intermédio de
gPCR para deteccdo de antigéneo e ELISA para deteccdo de anticorpos, uma vez que
pode atuar e potenciar concomitantemente com o PCV2. Verificar através de gPCR se

0s animais tinham valores de antigénio positivos para o PCV2.

« Perceber e comparar o efeito da vacina em diversos parametros nos dois grupos
de suinos: indices de conversdo (IC); ganhos médios diarios (GMD); média do peso
individual e do lote a entrada da recria; peso total de cada lote; média do aumento de
peso desde a entrada na recria até a entrada para a engorda; média do aumento do peso
individual e do lote durante a engorda até ao abate; média total de alimento consumido

durante a recria e engorda; peso da carcaca no matadouro e taxa de mortalidade.

« Avaliacdo post-mortem de coracdes e pulmdes no matadouro para verificar
lesbes caracteristicas, como hepatizac@es, pleurisias e pericardites de forma a comparar

a maior incidéncia entre os dois grupos.
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4. Materiais e métodos

4.1. Descrigao da exploragdo

Este trabalho foi realizado durante o estagio na empresa Raporal, na suinicultura da
Herdade do Gamoal | e Gamoal I1ll, situada em Pegdes. No Gamoal | foi realizada a
parte da reproducdo, maternidade e recria. Este local tem a capacidade maxima para
1300 porcas reprodutoras e 294 maternidades e uma capacidade na recria para 4900
leitBes. Estes ultimos sdo posteriormente encaminhados para a engorda no Gamoal Ill,
uma suinicultura de engorda com uma capacidade maxima para 6000 animais (Figura
15).

Figura 15 — Fotografia do exterior da suinicultura onde foi desenvolvido o estagio (Fonte: autor)

4.1.2. Animais e tratamento experimental

Apbs o0 desmame, as 3 semanas de idade, os animais foram separados
aleatoriamente em dois grupos, sendo um dos grupos de leitdes vacinados com a vacina
A (750 leitBes) e o outro com a vacina B (750 leitdes) contra o circovirus suino (PCV2).
Nesta altura, foi avaliado o peso ao desmame dos leitdes e o0s animais foram
simultaneamente vacinados contra o Circovirus e Micoplasma. Aos animais do grupo A
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foi administrada por via intradérmica a vacina Porcilis PCV ID (0,2ml) da MSD e aos
restantes foi administrada por via intramuscular a vacina Circoflex da Boehringer 1ml
(IM). (Anexo A - Tabela 9). A administracdo da vacina para o Micoplasma (M+PAC
2ml IM) foi realizada no mesmo dia com dose Unica.

Todos os animais foram mantidos nas instalacfes da recria em parques
separados com as mesmas condicOes de densidade, alimentacéo e temperaturas. Durante
as semanas da recria, foi avaliado o ganho médio diario (GMD), o indice de conversdo
(IC), a média do peso individual, os kg totais de cada lote, a média do aumento do peso
e a taxa de mortalidade que tiveram desde a entrada na recria até a saida para a engorda.

Os leitdes sairam para a fase de engorda quando atingiram as oito, nove e dez
semanas correspondente a mesma semana (dia) de entrada para os trés grupos, sendo
que o grupo mais novo tinha duas semanas de diferenca para o mais velho no dia da
saida para a engorda. Desta forma, o grupo mais velho esteve 46 dias na recria, 0 grupo
intermédio 39 dias e o grupo mais novo 32 dias. Estes animais foram igualmente
mantidos com as mesmas condicdes durante toda a fase de engorda, pois as instalaces
eram totalmente iguais a todos os niveis. Estas instalacbes possuiam as mesmas areas de
densidade, condicdes de temperaturas e ventilagdo, bebedouros e comedouros e os

animais permaneceram o0 mesmo tempo nas mesmas durante toda a fase de engorda.

4.1.3 Amostras

As recolhas de sangue foram efetuadas na veia jugular, sempre nos mesmos
animais e durante 0 mesmo dia, de modo a néo influenciar os resultados, e foram feitas
pelo veterinario responsavel, com o minimo stress possivel. Estas amostras foram
analisadas as 11 semanas de vida para a detecdo de anticorpos no plasma sanguineo,
num primeiro controlo, através da analise ELISA para PRRS em 15 animais de cada
grupo das vacinas A e B. A recolha e analise foram repetidas passadas 4 semanas e
novamente apds 5 semanas. Para além destas pesquisas, foi feito, nas mesmas datas, um
controlo de PRRS e de PCV-2 através de gPCR em seis pools de suinos de cada grupo
de 5 animais (60 no total) para a determinacdo dos valores de antigénio. E importante
referir que estas recolhas de sangue, para além da pesquisa destes agentes especificos,
sdo feitos rotineiramente para o controlo de possiveis coinfecgbes com os agentes

infeciosos Mycoplasma hyopneumoniae e Actinobacillus pleuropneumoniae.
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Os animais sairam para 0 matadouro as 23 semanas de idade, e nesta altura
foram analisados coracgdes e pulmdes de 200 animais de cada grupo para a identificacdo
de possiveis lesdes, como pericardites, pleurisias e hepatizacbes pulmonares de
Actinobacilos pleuropneumoniae e Micoplasma hyopneumoniae. Com base nisso, 0
trabalho desenvolvido no matadouro focou-se na detecdo de lesdes como pleurisias,
conhecido como Sistema de Avaliacdo de Pleurisia em Matadouros (Slaughterhouse
Pleurisy Evaluation System - SPES), estabelecida por Dottori et al., 2007. Os valores
para determinar o Indice para Actinobacillus Pleuropneumoniae (APPI) foram divididos
em quatro categorias: Ligeiro < 0,28; Intermédio de 0,28 a 0,53; Intermédio alto de 0,53
a 0,81; Grave > 0,81 (Dottori et al., 2007).

Os valores do indice de APPI foram calculados através da frequéncia de lesbes
de pleurite com uma pontuagdo de SPES >2 num lote, multiplicado pela pontuacio
média de lesdes de pleurite em animais com SPES >2.

Formula de célculo (APPI= (N° de lesdes score 2 x 2) + ( N° de lesdes score 3
X 3) + ( N° de lesbes score 4 x 4) / n° de pulmdes avaliados.

As hepatizagBes pulmonares ou lesdo pulmonar através do método Madec &
Kobisch (1982) o qual preconiza a classificacdo de area pulmonar de acordo com a
percentagem total de cada lobo pulmonar afetado. No método Madec & Kobish cada um
dos sete lobos pulmonares foi avaliado individualmente e classificado de acordo com
sua aparéncia macroscopica, usando um sistema de 0 a 4 pontos. O calculo foi feito pelo
(n° de pulmdes hepatizados / pelo total de pulmdes do grupo). Os valores de IPP (indice
para Pneumonia) foram classificados através da escala de valores de Morés et al.,
(1999), apos o resultado obtido através do Método Madec & Kobish (1982). Foram
também avaliadas possiveis pericardites. Foi calculado o peso individual ao abate e da

carcaca de cada animal.

5. Resultados

Os resultados obtidos ndo foram sujeitos a analise estatistica, por razdes
relacionadas com o processamento dos dados. A discussédo foi feita tendo em conta a
comparagéo entre as duas vacinas, realcando que os resultados devem ser interpretados

com cautela, sendo esta parte uma limitagéo do estudo.
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5.1. Analise de tecidos post-mortem

Como ja referido, a infecdo por PCV2 esté associada a ocorréncia de lesdes em
6rgdos como o coragdo e os pulmdes. Tal acontece também frequentemente devido a
coinfeccdo por agentes patogénicos secundarios como € o caso do A. pleuropneumoniae
ou M. hyopneumoniae. Desta forma, a realizacdo de uma analise a diferentes tecidos na
tentativa de identificar possiveis lesdes, constitui um procedimento critico naquilo que é
0 estudo das consequéncias da infecdo tipicamente associadas com a morbilidade e
morte, bem como do possivel efeito diferencial das duas vacinas nas mesmas. A
prevaléncia das lesdes encontradas durante duas avaliacdes a animais vacinados com

Circoflex e Porcilis PCV estdo representadas no Grafico 3.
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Gréafico 3 — Prevaléncia de lesdes em tecidos pulmonares em animais vacinados com Circoflex Boeringer
e Porcilis PCV.

Representacdo grafica da prevaléncia de hepatizagcGes pulmonares (A) e pleuresias (B) em
animais vacinados com Circoflex (cor laranja) e Porcilis PCV (cor azul). As duas barras séo
referentes as duas avaliagdes post-mortem efetuadas a tecidos de 100 animais em cada uma
delas.

Os resultados obtidos demonstram uma baixa prevaléncia de hepatizacGes
pulmonares em ambos 0s grupos de animais vacinados com Circoflex ou Porcilis PCV.
Comparativamente, apos a avaliagdo atraves do Método Madec & Kobish (1982), os
animais vacinados com Circoflex (grupo B) apresentaram uma prevaléncia média de
2,5%, semelhante a prevaléncia de 2% observada em animais vacinados com Porcilis
PCV (grupo A). Considerando a elevada incidéncia de patologias como a pneumonia

enzoGtica em casos de infecdo por PCV2, procedeu-se a avaliacdo do indice para
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Pneumonia (IPP). Os valores de IPP interpretados através da escala de Morés et al.,
(1999) (Tabela 1), revelaram que os dois grupos de animais estavam com uma boa
condicéo pulmonar. O grupo A teve um valor de IPP de 0,02 e o grupo B apresentou um
valor de 0,02 na primeira avaliacdo e 0,03 na segunda avaliagdo. No que se refere a
prevaléncia de pleurisias, o cenario observado é diferente. Em média, estas foram
observadas em 50.5% de animais vacinados com Circoflex e 46.5% dos vacinados com
Porcilis PCV. Apesar de uma prevaléncia significativa de pleuresias, o grau de SPES
foi baixo na maioria dos animais e no célculo do Indice para actinobacillus
pleuropneumoniae (APPI) verificou-se que se encontravam dentro de valores
considerados aceitaveis. No grupo A o valor de APPI foi de 0,51 e 0,48 na primeira e
segunda avaliacdo respectivamente. No grupo B os valores de APPI foram 0,38 na
primeira avaliagdo e 0,54 na segunda avaliagdo.

Finalmente, ndo foram encontrados sinais de pericardite no coracdo de quaisquer
animais avaliados, apresentando assim uma prevaléncia de 0% em ambos 0S grupos

(ndo representado graficamente).

indice para pneumonia (IPP)

<0.55 Auséncia
0.55-0.89 N&o problemético
>0.9 Grave

Tabela 1: Escala classificativa do indice para pneumonia (IPP), segundo Morés et al., 1999

| Surface of the lobe affecled
Score No lesions

Score 1-25%
”Scote 26-50 %

Scote 51-75%

Score 4 76-100 %

Figura 16 — Escala baseada no método de MADEC onde ¢ atribuida uma pontuagdo de 0 a 4 (ou 0 a
100%) como classificacdo das lesGes pulmonares com base na area superficial afetada. (Adaptado de
ceva.asia/madec)

Os IPPs observados demonstraram uma auséncia de lesdes pulmonares em

ambos os grupos de animais vacinados com Circoflex e Porcilis PCV (Tabela 2):

Vacina Avaliacdo 1 Avaliacdo 2
Circoflex 0.02 0.03
Porcilis PCV 0.02 0.02
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Tabela 2: IPPs obtidos nas duas avaliacOes efetuadas a animais vacinados com Circoflex e Porcilis PCV.

5.2. Estudo comparativo na exploracgao

Com o objetivo principal de estudar a eficicia de cada uma das vacinas contra a
infecdo por PCV2, procedeu-se a avaliacdo quantitativa de um conjunto de pardmetros
relevantes nas diferentes fases do processo de criacdo de suinos. Desta forma, suinos
administrados com Porcilis PCV ou Circoflex imediatamente ap6s o desmame, foram
acompanhados desde a fase de recria até a sua entrada na fase de engorda. Os valores de
peso e mortalidade obtidos para cada um dos grupos vacinados, bem como a diferenga
entre 0s grupos estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3: Comparacdo de pesos médios, totais e taxa de mortalidade de dois grupos de suinos
administrados com Porcilis PCV (n=750) ou Circoflex (n=750) durante a fase de recria

Diferenca (Porcilis-

Porcilis PCV Circoflex)
Peso médio ao desmame 6.359 6.425 -0.066
(Kg)
GMD na recria (Kg/dia) 0.335 0.327 0.008
Aumento médio de peso na 14.185 13.851 0.334
recria (Kg)
Peso médio fim da recria
(entrada para engorda) (Kg) 20.61 20.21 0.4
Peso total fim da recria
(entrada para engorda) (Kg) 15 458.32 15 161.24 297.08
Mortalidade (%) 1.4 1.9 -0.5

Legenda: GMD - ganho médio diario

Ao comparar 0s resultados obtidos em cada um dos grupos, verificou-se que o
GMD durante toda a fase de recria foi semelhante entre os animais vacinados com
Porcilis PCV e Circoflex. O mesmo se pode dizer relativamente ao aumento médio de
peso durante a mesma fase, embora este tenha sido ligeiramente superior em animais
vacinados com Porcilis PCV. Em consequéncia, 0 mesmo aumento ligeiro foi observado

quando comparados 0s pesos médios e peso total do grupo no fim do periodo de recria.
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Por outro lado, relativamente a taxa de mortalidade, verificou-se que esta foi mais baixa

em animais vacinados com Porcilis PCV (Tabela 4 - A e B).

A - Porcilis PCV B — Circoflex
Semanas de Data Causas Sema‘nas Data : (.fausas :
vida Coli/Diar | Menin. de vida Coli/Diar | Menin.
5 21/set/18 1 5 26/set/18 1
6 24/set/18 1 6 27/set/18 1 1
3 29/set/18 1 9 1/out/18 1
6 3/out/18 1 1 5 4/out/18 1
6 12/out/18 1 6 8/out/18 1 1
9 17/out/18 1 1 6 13/out/18 1
8 26/out/18 1 6 14/out/18 1
9 1/nov/18 1 8 17/out/18 1
8 18/out/18 1
8 19/out/18 1
8 23/out/2018 1
9 01/mov/18 1

Tabela 4: Causas da mortalidade inesperada durante a fase de recria em animais vacinados com Porcilis
PCV (A) ou Circoflex (B).

No grupo A ha a destacar a ocorréncia de 10 6bitos, tendo 7 deles sido causados
por casos de colite aguda e os restantes por casos pontuais de meningite. As causas de
morte foram atribuidas tendo em conta a sintomatologia clinica que os animais
apresentaram, ndo tendo sido feita necrépsia aos animais que morreram durante o
estudo. Ja no que se refere ao grupo de animais que receberem a vacina Circoflex,
ocorreram 8 mortes causadas por colite e 6 derivadas de meningite.

5.1.1. Fase de engorda

Com a entrada dos animais na fase de engorda (Figura 17), foi realizado um
conjunto de testes controlo para a presenca de PRRS e PCV2 no organismo dos animais.
Os resultados obtidos com o ELISA para deteccdo de PRRS estdo representados no
(Gréfico 4).

100
—e— Porcilis PCV
80 Circoflex
60

40

%animais positivos
para PRRS (ELISA)

20

1 15 20
Idade (semanas)

Gréfico 4 — Taxa de animais vacinados cujo o ELISA apresentou anticorpos para PRRS .
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Figura 17 — Fotografia do comedouro da fase de engorda (Fonte: autor)

Os resultados obtidos demonstraram que, embora ndo tenham sido detetados
anticorpos em nenhum dos animais dos grupos aquando da realizacdo dos dois
primeiros controlos (11 e 15 semanas de idade), passadas 5 semanas, todos 0s 15
animais vacinados com Circoflex e 14 dos 15 vacinados com Porcilis PCV
apresentavam anticorpos para 0 PRRS no plasma.

Contrariamente, a detecdo de PRRS de estirpe europeia e norte americana via
gPCR (ndo representada graficamente) ndo revelou qualquer animal positivo as 20
semanas de idade (nem em nenhuma outra semana de vida avaliada). Neste caso, 0s
animais de ambos 0s grupos testaram negativo para a presenca de genoma viral de
PRRS em todos os trés timepoints.

A presenca de PCV2 foi avaliada recorrendo novamente a técnica de qPCR

exatamente nos mesmos timepoints das analises anteriores. Para tal, 0s animais

administrados com cada uma das duas vacinas foram divididos em 6 grupos (pools de 5
animais), a partir dos quais foram recolhidas amostras coletivas para realizacéo do teste.
Os resultados obtidos para os diferentes grupos ao longo das semanas estdo descritos na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados de gPCR relativos a presenca de PCV2 em grupos de animais vacinados com Porcilis

PCV ou Circoflex ao longo de 9 semanas.

Vacina Grupos de animais Semana 11 Semana 15 Semana 20

Grupo 1 DNEOSERNN <100

> Grupo?2 o 915x10° <100

S  Grupo3s SO

2 Grupo 4 <100 C238x10°  2,03x10°

g Grupo 5 <100 ©380x10°  2,63x10°

o Grupo 6 <100 -—
Grupo 1 <100

X Grupo2 <0  [NSOEICEN

S Grupo 3 <100 _

S Grupo4 SOV

G Grupos <to0 TGO N ATA0RIN
Grupo 6 <100 o210

Legenda: O retangulo vermelho representa um resultado positivo enquanto a cor cinzenta representa um
resultado negativo para a presenca de genoma de PCV2. Os resultados séo apresentados nas unidades de

n° de cépias/ml de soro avaliado

No primeiro controlo (semana 11), verificou-se que dois grupos administrados
com Porcilis PCV apresentaram valores positivos para PCV2; todos os outros, incluindo
os animais administrados com Circoflex revelaram-se negativos. Ao fim de quatro
semanas foi feito novo controlo no qual se verificou que os dois grupos que tinham
previamente testado positivo eram agora 0s Unicos a testar negativo — todos os outros,
incluindo os animais vacinados com Circoflex apresentaram resultados positivos para a
presenca de PCV2.

Foi efetuado um altimo controlo apds cinco semanas. Neste constatou-se que 0s
dois grupos administrados com Porcilis PCV tinham voltado a testar positivo, existindo
assim, neste timepoint, cinco de seis grupos com valores positivos para PCV2 e apenas
um grupo a testar negativo. No caso dos animais vacinados com Circoflex, apenas um
grupo se encontrava positivo para PCV2 na vigésima semana de idade

Tratando-se de uma fase critica no processo de cria¢do de suinos, a engorda tem
como objetivo a geragdo de um produto com carateristicas dentro dos padrdes de
qualidade nacionais e internacionais. Tal é dependente de um conjunto de fatores (desde
0 ganho médio de peso até ao rendimento da carcaca) que ditam o balanco entre os

custos de producédo e a qualidade do produto. Este balanco é frequentemente avaliado
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através do célculo de indices de conversdo (IC), podendo estes, ser de carater
econémico ou zootécnico.

Com o objetivo de avaliar se o tipo de vacina administrada constitui um fator
moderador desses parametros, os ganhos médios de peso, IC e taxa de mortalidade na
engorda (Figura 18) foram avaliados em animais vacinados com Porcilis PCV ou

Circoflex. Os resultados estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Comparagdo do GMD, indices de converséo, rendimento e taxa de mortalidade de dois grupos

de suinos administrados com Porcilis PCV ou Circoflex durante a fase de engorda.

Porcilis PCV Circoflex leerenga (Porcilis-
Circoflex)

GMD na engorda 0.89 0.90 -0.01
(Kg/dia)
Consumo médio de 204.48 207.25 -2.77
racdo (Kg)
Peso médio vivo (Kg) 107.97 106.26 1.71
IC Econdmico 2.35 2.42 -0.07
IC Zootécnico 2.37 2.44 -0.07
Rendimento da carcaca 77 78 -1
(%)
Mortalidade (%) 0.4 1.1 -0.7

Legenda: GMD - ganho média diario; IC Econdmico - Indice de conversdo econdmico; IC Zootécnico —
Indice de converséo zootécnico

Figura 18 — Fotografia da zona interior da engorda. (Fonte: autor)

Como resultado da comparacdo do impacto do tipo de vacina nos parametros
avaliados durante a engorda, ha a notar o efeito favoravel da Porcilis PCV. A sua

administragdo néo so se refletiu num maior peso médio vivo, como resultou em indices
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de conversdo econdémico e zootécnico mais favordveis. Relativamente a morte
inesperada dos animais (Tabela 7) ha a relatar 3 mortes no grupo de animais vacinados
com Porcilis PCV (1 caso de pneumonia severa e 2 de colite). J& no grupo de animais
tratados com Circoflex, o nimero de mortes inesperadas foi substancialmente mais
elevado. De um total de 8 mortes registadas neste grupo, 4 delas resultaram de casos de

colite, 3 de pneumonia e 1 derivada de meningite grave.

Tabela 7 — Causas de mortalidade inesperada durante a fase de engorda em animais vacinados com
Porcilis PCV (C) ou Circoflex (D).

C - PorcilisPCV D —Circoflex
Semanas Data Causas Sema_nas Data Causas
de vida Coli/Diar | Menin. | Pneum. de vida Coli/Diar | Menin. | Pneum.
10 27/out/18 10 26/nov/18
14 24/nov/18 14 12/dez/18 1
14 26/nov/18 1 14 15/dez/18 1
18 28/dez/18 18 22/dez/18
18 4/jan/19 1 19 23/dez/18
20 8/jan/19 20 26/dez/18 1
20 10/jan/19 20 12/jan/19 4
21 12/jan/18 21 13/jan/19
22 25/jan/19 1 22 19/jan/19 1
25 14/fev/19 25 25/jan/19

Durante a fase de recria e engorda foi possivel constatar que os resultados
refletiram um maior consumo de racdo de crescimento, pelo grupo vacinado com
Circoflex. Esta tendéncia inverteu-se aquando da fase final de engorda em que o lote
vacinado com Porcilis PCV apresentou maior consumo por animal. Na totalidade,
durante toda a fase de engorda, observou-se que o grupo Circoflex consumiu maior

quantidade de racéo (Gréfico 5).

43
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias | Faculdade de Medicina Veterinaria



Jodo Nuno Amaro de Oliveira Vieira
Circovirus tipo 2: Estudo Vacinal Comparativo

250-
= 2045 2073
£ 200-
8
= 1504
g 119.7 125
o
1004
= 735 &g
= 50
8 205 21.3
O'J T T T T
QOA ‘\\Q’+ QGA ‘\\6‘- QC;A Q@ QC.)A ‘\\Q’+
R 6“0 ) \(o° ) \,,\oo RO \‘o°
o(c. (&) o‘c' (&) o*o (&) o‘o (&)
A4 24 24 A4
Starter Crescimento Acabamento Total
consumido

Gréfico 5 — Consumo médio por animal dos diferentes tipos de ragdo, durante a fase de engorda.
Representacdo grafica do consumo médio de ragdo por animal em animais vacinados com
Circoflex (cor laranja) e Porcilis PCV (cor azul). O ltimo grupo representa a quantidade
total de racdo consumida por animal durante toda esta fase.

Dos fatores mais importantes a ser considerados na producdo suina para
consumo é a qualidade da carcaca, podendo esta ser avaliada através de parametros
quantitativos como o peso médio e o rendimento. Este Gltimo é afetado por fatores
como o peso de abate, desenvolvimento muscular e espessura da camada de gordura. A
caracterizacdo das carcagas de animais de ambos o0s grupos a saida do matadouro esta
representada no Gréafico 6.
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Gréfico 6 - Caracterizagdo da carcaca a saida do matadouro
Representacdo grafica do peso médio e taxa de rendimento das carcacas em animais
vacinados com Circoflex (cor laranja) e Porcilis PCV (cor azul) aquando da saida do
matadouro.
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Em concordancia com os resultados obtidos na analise de consumo de ragéo
durante a engorda, o lote vacinado com Circoflex, que apresentou maior consumo por
animal, revelou também um peso medio de carcaca ligeiramente superior (Grafico 6A).
Por outro lado, quando se trata de rendimento por carcaca, essa tendéncia deixa de ser

visivel com ambos os grupos a apresentar valores semelhantes (Gréafico 6B).
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6. Discussao de resultados

E imprescindivel a vacinagio contra o circovirus suino tipo 2 (PCV 2) para o
controlo das doencas causadas e coadjuvadas por este virus. Apesar das vacinas
protegerem quase totalmente os animais, eles ndo adquirem imunidade total. Como tal,
os focos de infecgcdo continuam a surgir nas exploracdes (Kekarainen T., 2014).

O PCV2 é ainda mais problematico quando outros agentes patogénicos estdo
presentes nos animais, como o Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo). No mesmo estudo
experimental segundo o autor (Sibila et al., 2013), verificou-se que Mhyo tem uma
capacidade de estimular a producdo de macrofagos e desta forma potenciar a infecgcdo
de PCV2 quando inoculado duas semanas primeiro que o PCV2. Outros estudos
experimentais comprovaram que a inoculagcdo dos dois agentes em simultaneo néo
potenciavam as lesdes do PCV2 (Sibila et al., 2013) . Na vacinacdo contra o Mhyo ficou
descrito que poderia potenciar a infec¢do de PCV2 no caso de infeccdo. Depois disso
também se colocou a hipdtese desse aumento da replicacdo do PCV2 ser devido aos
adjuvantes imunoldgicos que continha a vacina. Devido a dificuldade na obtencdo de
certezas cientificas de como e quando administrar as vacinas, combinadas ou em
simultaneo, apenas se chegou a conclusdo que o facto de serem administradas em dose
Unica em simultaneo seria benéfico no sentido de causar menos stress aos animais e a
nivel de trabalho ser mais facil (Sibila et al., 2013).

Os leitbes deste ensaio apos o desmame, foram vacinados para o0 PCV2 e Mhyo
com uma dose Unica e em simultaneo. Alguns estudos de campo relatam que as
administracdes destas duas vacinas apos o desmame podem afectar o rendimento dos
animais, como diminui¢do do consumo e crescimento (Sibila et al., 2013). Neste ensaio
efectuado numa exploragdo da Raporal, durante o estagio curricular, os ganhos médios
diarios foram bastante satisfatdrios, acima de 300g no final da recria e acima das 7009
no final da engorda. A produtividade em ambos os grupos de animais foi semelhante,
apresentando resultados equiparados em todos os parametros avaliados. De salientar que
o grupo A (Porcilis PCV) entrou para a recria com um peso medio ligeiramente inferior
e superou o grupo B (Circoflex) em todos os pontos avaliados como GMD, aumento de
peso médio na recria, peso médio no final da recria e peso total no final da recria, mas

com diferencas pouco significativas. Nao foi possivel avaliar a média de consumo por
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animal e o total consumido no final da recria em ambos os grupos. O silo que fazia a
distribuicdo da racdo na recria nesta exploracdo era unico e como tal ndo foi possivel
para contabilizar o que cada grupo consumiu neste periodo. A taxa de mortalidade foi
satisfatoria para ambos os grupos, apresentando valores dentro dos padrdes da
normalidade, apesar da mortalidade dos leitdes do grupo B ter sido ligeiramente
superior com uma percentagem de 1.9%, enquanto a percentagem de mortalidade do
grupo A foi de 1.4%. E importante referir que as causas de morte foram atribuidas tendo
em conta a sintomatologia clinica que os animais apresentaram, nao tendo sido feita
necropsia aos animais que morreram durante o estudo. De acordo com estudos feitos as
exploracGes afectadas pela doenca, os registos dos indices de mortalidade variam entre
0s 4 e 20% (Ségales & Domingo, 2002).

Os animais seguiram para a engorda com uma idade média de nove semanas. Os
dois grupos apresentaram valores de produtividade muito semelhantes, revelando ser
dois lotes muito homogéneos. Relativamente ao GMD, o0s animais do grupo A
apresentaram um valor de 890 gramas e 0s do grupo B atingiram 900 gramas, diferindo
apenas em 10g sendo praticamente iguais. No total de consumo médio de racdo por
animal, os animais do grupo A consumiram menos 3kg de racdo em comparagdo com 0s
do grupo B. Mesmo tendo consumido menor quantidade de racdo, o seu peso médio
vivo superou, em aproximadamente 1kg, os do grupo B. No rendimento da carcaca, 0s
animais do grupo A obtiveram um resultado ligeiramente inferior, de apenas 1%, em
comparacdo com os do grupo B. Estes animais de ambos 0s grupos obtiveram uns
resultados bastante satisfatorios. Na taxa de mortalidade, os resultados do grupo A
foram mais satisfatorios do que os do grupo B, apresentando apenas 3 mortes (0.4%) e o
grupo B 8 mortes (1.1%). No entanto tendo em conta o numero de animais de cada
grupo, estes valores sdo muito baixos, ndo representando problemas preocupantes.

Em concordancia com os resultados obtidos na fase de recria, também esta
comparacdo demonstra a elevada eficacia da vacina Porcilis PCV, que para alem de
favorecer a qualidade do produto, parece reduzir o risco de doengas respiratdrias como é
0 caso da pneumonia. J& no grupo de animais tratados com Circoflex, o0 nimero de
mortes inesperadas foi substancialmente mais elevado.

Os controlos dos agentes infeciosos foram realizados através de analises
laboratoriais com inicio as onze semanas. As analises foram efectuadas por recolha de
sangue aos animais para determinar os agentes infecciosos PRRS e PCV2. As les6es de

PCV2 podem ainda ser mais graves e ter uma replicacdo maior quando 0s animais
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contraem concomitantemente os agentes infecciosos. Isto pode ser explicado pelo facto
destes virus atacarem as mesmas células de defesa do organismo, como 0s monacitos e
macrofagos (Allan et al., 2000). A primeira analise para PRRS pelo método ELISA
revelou que nas semanas 11 e 15 ndo foram detetados anticorpos para PRRS,
contrariamente & 20% semana em que todos 0s animais apresentaram anticorpos para o
PRRS, com excepcao de um suino do grupo A. Isto podera ser explicado pelo facto de
ser um virus de campo a estar em circulacdo na exploracédo e os animais terem entrado
em contacto até duas semanas antes. O facto de apresentarem anticorpos para o0 virus
nédo significa necessariamente que estejam infectados e vdo desenvolver sintomas da
doenca, apenas indica que os animais estiveram expostos ao PRRS. E também um teste
que produz muitos falsos positivos (Podgorska & Stadejek, T., 2016).

A detecdo do virus PRRS foi também confirmada através de gPCR para avaliar
0 genoma viral no soro dos animais e verificar se existia algum animal positivo ao virus.
De acordo com a Associacdo Americana de Veterinarios Suinos, cada pool de amostras
ndo deve ultrapassar cinco soros de animais, afim da analise ter uma melhor
sensibilidade e especificidade (Holtkamp DJ et al., 2011).

Os resultados foram negativos para todos 0s animais, 0 que confirma que estes
suinos ndo estavam infectados com o virus.

Procedeu-se a avaliagdo dos mesmos animais, com a técnica gPCR, para avaliar
se estavam positivos ao virus PCV2. Os resultados demonstraram que o virus estava em
circulacdo, pois 0s animais testaram positivo, apesar de os valores apresentados nédo
serem preocupantes. Varios estudos defendem que os limiares de deteccdo para valores
de PCV2 por qPCR de 1074.7 ndo sdo problematicos (Harding et al, 2008). No entanto,
assumiu-se que valores iguais ou superiores a 1077 estdo correlacionados com lesGes e
diagnostico da doenca (Hjulsager et al., 2009). Todos os pools de suinos dos dois
grupos de vacinas testaram positivo em pelo menos um dos controlos numa determinada
semana. Apenas um pool de suinos da vacina do grupo B (Circoflex) testou positivo em
duas analises consecutivas, a 15% semana e 20% semana. Todos 0s outros pools deste
grupo B ndo voltaram a testar positivo.

Nos animais do grupo A (Porcilis PCV), ocorreram pools positivos em todas as
semanas de controlo e apenas um pool de animais teve valores positivos numa das trés
semanas de controlo. Todos os outros pools repetiram valores positivos em duas

semanas de controlo. Os que apresentaram ndo sao valores preocupantes, todos os pools
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nas trés semanas de avaliacdo estavam abaixo de 10™4 e apenas um pool testou igual a
1074,

Estes animais ndo apresentaram qualquer sintoma da doenca em nenhuma fase
da engorda o que estd em concordancia com os resultados das andlises e dos indices de
produtividade.

Apesar dos valores das analises e dos indices de produtividade apresentarem
melhores resultados para a vacina utilizada no grupo A, a empresa optou por continuar a
vacinar 85% dos animais com a vacina A e os restantes 15% com a vacina B. Isto deve-
se ao facto de um estudo efetuado a 1500 animais ndo puder servir de padrdo para todos
0s animais a longo prazo.

No matadouro, as analises macroscopicas revelaram uma baixa prevaléncia de
lesbes pulmonares através do método Madec & Kobisch (1982) em ambos os grupos. O
grupo A teve um IPP de apenas 0.02 nas duas avaliagcdes e o grupo B teve um valor
igual de 0.02 na primeira avaliacdo e de 0.03 na segunda avaliacdo. Estes valores
revelam que os animais estavam com uma boa condi¢do pulmonar. No grupo A apenas
4 animais em 200 avaliados tiveram les6es pulmonares (hepatizacGes) de grau 1 e no
grupo B apenas 5 animais tiveram les6es pulmonares de grau 1 num total de 200
animais. Tendo em conta a escala de valores estabelecida por Morés et al. (1999),
resultados < 0.55 sdo considerados de ocorréncia baixa, de > 0.55 < 90, de ocorréncia
moderada e > 90 assume-se que existe ocorréncia alta de pneumonia.

Na avaliagdo de pleuresias através do método Slaughterhouse Pleurisy
Evaluation System (SPES), estabelecida por Dottori et al., (2007) obteve-se um
resultado satisfatorio em ambos os grupos. Apesar da prevaléncia de lesdes de pleuresia
ser significativa para ambos 0s grupos (46.5% para o grupo A e 50.5% para o grupo B),
a severidade das lesdes foram baixas. No grupo A obteve-se um valor de APPI de 0,51 e
0,48 na primeira e segunda avaliacdo, respetivamente. No grupo B os valores de APPI
foram 0,38 na primeira avaliacdo e 0,54 na segunda avaliacdo. Com estes resultados e
segundo Dottori et al., (2007) podemos concluir que apenas o grupo B na segunda
avaliacdo esteve dentro dos valores de medio risco (0,53-0,81), mas no valor minimo
dentro da escala. Valores de APPI superiores a 0,81 s@o graves e preocupantes e
deverdo ser analisados microscopicamente.

Estes métodos de avaliacdo de pulmdes por pontuacdo em matadouros sdo de
elevada importéncia e uma poderosa ferramenta para avaliar as lesdes pulmonares

mesmo em animais sem sintomas clinicos. (Ostanello et al., 2007).
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7. Conclusao

A vacinacao dos animais e as medidas profilaticas continuam a ser as melhores
valéncias para combater o Circovirus porcino tipo 2. O impacto negativo que provoca a
nivel econdmico e produtivo € enorme e o investimento nos planos profilaticos séo de
extrema importancia e bastante compensadores.

Neste estudo, apesar dos indices zootécnicos terem revelado um crescimento e
saude animal bastante favoravel, nas andlises verificou-se que em determinados
momentos durante a engorda 0s animais estiveram em contato com o virus. As duas
vacinas aplicadas em ambos os grupos revelaram ter uma boa capacidade de
imunizacdo, mantendo os animais saudaveis durante todo o ensaio. A vacina A
apresentou melhores resultados nos parametros zootécnicos e na mortalidade. Apesar de
ndo ser uma diferenca muito preocupante, acabou por revelar um melhor desempenho
durante este ensaio. Ainda assim, mais estudos deverdo ser realizados para que se
conclua qual a vacina que melhor funciona na prevencéao do Circovirus porcino tipo 2.

Também é de salientar que estes animais se encontravam em condicdes
excelentes ao nivel da biosseguranca interna e externa, tendo contribuido bastante para
0 desempenho produtivo. Neste sentido, todas as medidas tomadas foram essenciais
para que estes animais chegassem ao final da engorda com resultados bastante

satisfatérios.
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Anexo A — Tabelas citadas no trabalho

Tabela 8 — Caracteristicas das vacinas contra PCV2 mais utilizadas a nivel mundial. Adaptado
de (Mukherjee et al., 2018)

Company Vaccine Antigen Licensed | Admin- | Geographical availability
for dosage
Merial Circovac Inactivated PCV2a Sows/ 2ml Worldwide; not licensed in
Gilts the USA
Pigs 0.5ml Worldwide
Boehringer Ingelvac  Circo | PCV2a Cap protein Pigs Iml Worldwide
Ingelheim FLEX
MSD/Merck | Porcilis PCV PCV2a Cap protein Pigs 2ml Europe, several South- and
Animal Central-American and Asian
Health countries
Circumvent TM | PCV2a Cap protein Pigs 2ml North-America, several
PCV South- and Central-American
and Asian countries
Circumvent G2 | PCV2a Cap protein Pigs 1(2) or | USA and Canada
PCV 2ml
Zoetis Suvaxyn PCV Inactivated recom | Pigs 2ml Europe, several Asian
binant PCV1 countries
expressing the PCV2a
Cap protein
Fostera'™ Inactivated recom | Pigs 1(2) or | North-America, South
pcyveed binant PCV1 2ml Africa,  several  Asian
expressing the PCV2a countries
Cap protein
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Tabela 9 — Medicagéo administrada na recria (Porcilis PCV e Circoflex)

Qtd. de animais Nome do medicamento Natureza do tratamento Dosagem LS. Via
Porcilis PCV
Todos do desmame sem 37 Porcilis PCV 100DS Prevencio de virus do PCV2 0.2ml 0 ID
Todos do desmame sem 37 M +Pack P1 50 doses Prevencio de micoplasmose 2ml 0 IM
Todos do desmame sem 38 Porcilis PCV 100DS Prevencio de virus do PCV2 0.2ml 0 ID
Todos do desmame sem 38 M +Pack P1 50 doses Prevencio de micoplasmose 2ml 0 IM
22 Cenmicin-LC 250ml Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
6 Cenmicin-LC 250ml Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
10 Niglumine 250 Reducio da inflamacéo 2ml/45kg 20 M
26 Polivit ADE3E 100 Avitaminose 7ml/100kg 0 M
7 Draxxin 100mg/ml 100ml Patologia respiratoria 1ml/40kg 13 M
2 Vetrimoxin LA 250 Tratamento de 1ml/10kg 12 M
mening/artrites
3 Vetrimoxin LA 250 Tratamento de 1ml/10kg 12 M
mening/artrites
5 Cenmicin-LC 250ml Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
Circoflex
Todos do desmame sem 37 | Ingelvac Circoflex 100/100 | Prevencio de virus do PCV2 1ml 0 M
Todos do desmame sem 37 M +Pack P1 50 doses Prevencio de micoplasmose 2ml 0 IM
Todos do desmame sem 38 | Ingelvac Circoflex 100/100 | Prevencio de virus do PCV2 1ml 0 M
Todos do desmame sem 38 M +Pack P1 50 doses Prevencio de micoplasmose 2ml 0 IM
7 Polivit ADE3E 100 Avitaminose 7ml/100kg 0 M
12 Cenmicin-LC 250ml Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
7 Vetrimoxin LA 250 Tratamento de 1ml/10kg 12 M
mening/artrites
3 Vetrimoxin LA 250 Tratamento de 1ml/10kg 12 M
mening/artrites
7 Cenmicin-LC 250ml Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
3 Cenmicin-LC 250ml Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
13 Vetrimoxin LA 250 Tratamento de 1ml/10kg 12 M
mening/artrites
10 Niglumine 250 Reducio da inflamacéo 2ml/45kg 20 M
7 Vetrimoxin LA 250 Tratamento de 1ml/10kg 12 M
mening/artrites
4 Polivit ADE3# 100 Avitaminose 7ml/100kg 0 M
3 Cenmicin-LC 250ml Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
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Tabela 10 — Medicacao administrada na engorda (Porcilis PCV e Circoflex)

Qtd. de animais Nome do Natureza do Dosagem 1.S. Via de
medicamento tratamento aplicacio
Porcilis PCV
Todos Stabox Prevencio de Skgfton 4 PO
mening/artrites
Todos Porcilis Begonia | Prevencio de virus 2ml 0 M
Unis 10*50DS de Aujeszky
Todos Flubenol Premix Desparasitacio 0.35kg/ton 5 PO
13 Tenaline LA Patologia 1ml/10kg 16 M
250ml respiratoria
17 Cenmicin-L.C Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
250ml
6 Cenmicin-L.C Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
250ml
2 Polivit ADE3E Avitaminose 7ml/100kg 0 M
100
Todos Porcilis Begonia | Prevencio de virus 2ml 0 M
Unis 10*50DS Aujeszky
3 Draxxin Patologia 1ml/40kg 13 M
100mg/ml 100ml respiratoria
8 Cenmicin-L.C Patologia entérica 1ml/10kg 21 M
250ml
Circoflex
Todos Stabox Prevencio de Skgfton 4 PO
mening/artrites
6 Polivit ADE3E Avitaminose 7ml/100kg 0 M
100
Todos Porcilis Begonia | Prevencio de virus 2ml 0 M
Unis 10*50DS Aujeszky
Todos Flubenol Premix Desparasitacio 0.35kg/ton 5 PO
5 Vetrimoxin LA Tratamento de 1ml/10kg 12 M
250 mening/artrites
9 Tenaline LA Patologia 1ml/10kg 16 M
250ml respiratoria
Todos Porcilis Begonia | Prevencio de virus 2ml 0 M
Unis 10*50DS de Aujeszky
5 Draxxin Patologia 1ml/40kg 13 M
100mg/ml 100ml respiratoria
5 Niglumine 250 Reduciio da 2ml/45kg 20 M
inflamacéio
7 Cenmicin-L.C Patologia entérica 1ml/10kg 21 M

250ml
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