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RESUMO

Os membros da familia Circoviridae estdo entre os menores virus conhecidos, e
guatro espécies foram identificadas até o momento: PCV1, PCV2, PCV3 e mais
recentemente, o PCV4. O presente trabalho caracterizou geneticamente o
circovirus suino tipo 2 (PCV2) e tipo 3 (PCV3) em amostras oriundas da regiao
da Zona da Mata Mineira, Brasil. Foram analisadas 467 amostras, compostas
por 138 amostras de soro de matrizes e 329 amostras de soro e fluido oral de
leitdes vacinados de diversas idades, coletadas em nove granjas de ciclo
completo localizadas nas microrregides de Vigosa e Ponte Nova. A deteccao de
PCV2 foi realizada por PCR gquantitativo em tempo real (qPCR), enquanto o
PCV3 foi detectado por nested PCR. Amostras positivas para PCV2 no teste de
gPCR foram submetidas a PCR convencional para genotipagem. As amostras
foram categorizadas por faixa etaria, sendo 138 amostras de matrizes, 116
amostras de leitdes na fase de creche, 109 suinos na fase de recria e 104 suinos
na fase de terminacéo. Além disso, foi aplicado um questionario aos produtores,
focado em biosseguridade e vacinagéo. A possibilidade de utilizacdo do fluido
oral como amostra bioldgica para diagnéstico de PCV2 e PCV3 também foi
avaliada. Os resultados indicaram uma baixa propor¢do de amostras com copias
gendmicas maior ou igual a 7 em todas as fases de producéo, sendo nula no
soro de matrizes e variou entre 5,78% e 17,31% em amostras de soro e fluido
oral de animais de crescimento. A maioria das amostras apresentou carga viral
correspondente a apresentacdo subclinica, variando entre 36,54% e 45,85%,
com prevaléncia predominante do genoétipo PCV2d (24,14%). A prevaléncia de
PCV3 foi de 14,49% no soro de matrizes e de aproximadamente 9% em demais
amostras. Foi observada uma baixa frequéncia de coinfeccdo entre o PCV2 e 0
PCV3, e a confirmacéo da eficacia do fluido oral como alternativa diagndstica.
Esses resultados fornecem informacdes para subsidiar a definicdo de estratégias
de prevencéo e controle das infecgbes por PCV2 e PCV3 e monitoramento
dessas infeccbes na producdo suina da regido da Zona da Mata em Minas

Gerais.

Palavras-chave: Porcine circovirus2, Porcine circovirus3, PCV2d, Circovirose,
gPCR, nested PCR.
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ABSTRACT

Members of the Circoviridae family are among the smallest known viruses, with
four species identified so far: PCV1, PCV2, PCV3, and more recently, PCV4. This
study investigates the genetic characterization of porcine circovirus type 2
(PCV2) and type 3 (PCV3) in samples from the Zona da Mata Mineira region,
Brazil. A total of 467 samples were analyzed, consisting of 138 serum samples
from sows and 329 serum and oral fluid samples from vaccinated pigs of various
ages, collected in nine farrow-to-finish farms, located in the micro-regions of
Vicosa and Ponte Nova. PCV2 detection was performed by quantitative real-time
PCR (gPCR), while PCV3 was detected by nested PCR. Positive samples for
PCV2 in the gPCR test underwent conventional PCR for genotyping. Samples
were categorized by age group, with 138 samples from sows, 116 samples from
piglets in the nursery phase, 109 pigs in the rearing phase, and 104 pigs in the
finishing phase. Additionally, a questionnaire focused on biosafety and
vaccination was administered to producers. The results indicated a low proportion
of positive samples in all production stages. Positivity was null in the serum of
sows and ranged between 5.78% and 17.31% in serum and oral fluid samples
from growing animals. The majority of samples showed viral load corresponding
to subclinical presentation, ranging between 36.54% and 45.85%, with a
predominant prevalence of PCV2d genotype (24.14%). The prevalence of PCV3
was 14.49% in sow serum and approximately 9% in the remaining samples. A
low frequency of co-infection of PCV2 and PCV3 was observed, and the efficacy
of oral fluid as a diagnostic alternative to detected PC2 and PCV3 in the
conditions of this study was confirmed. These findings provide insights for the
development of strategies for preventing, controlling and monitoring these

diseases in swine production of the Zona da Mata, Minas Gerais.

Keywords: Porcine circovirus2, Porcine circovirus3, PCV2d, Circovirus, qPCR,
nested PCR.
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1. INTRODUCAO

A circovirose é uma enfermidade causada pelo Circovirus porcine2,
pertencente a familia Circoviridae, e foi descrito no Brasil pela primeira vez em
2000, pela equipe do Laboratorio de Sanidade da Embrapa Suinos e Aves em
Concordia, SC. Estudos retrospectivos demostraram a presenca do PCV2 desde
1988 no pais (Ciacci-Zanella; Morés, 2003).

A doenca causada pela infeccdo pelo PCV2 esta associada a distintas
apresentacdes clinicas que podem causar altas perdas econdmicas para a
industria suina (Nayar et al., 1997; Allan et al., 1998; Harding et al., 1998;). Uma
das principais apresentacdes clinicas é a sindrome multissistémica do
definhamento p6s-desmame (SMDS), acometendo principalmente leitdes entre
cinco e 12 semanas de idade, embora a doenca ja tenha sido descrita em leitbes
com quatro a 24 semanas de idade (Zanella, 2012). Além da SMDS, falhas
reprodutivas, sindrome de dermatite e nefropatia suina (SDNS), o complexo das
doencas respiratorias dos suinos (CDRS) e a enterite granulomatosa também
estao associadas a infec¢édo pelo PCV2 (Segalés, 2012).

Vale destacar que nem sempre a doenca se manifesta na forma clinica,
havendo muitos animais subclinicos na granja, o que contribui para a manutencgao
do PCV2 em granjas comerciais (Saporiti et al., 2021).

A infeccdo pelo Circovirus porcine3 (PCV3) esta associada as falhas
reprodutivas, com taxa alta de fetos mumificados, assim como com casos de
dermatite suina e sindrome de nefropatia e periarterite (Arruda et al., 2019; Dal
Santo et al., 2020). Foi relatada um potencial associacdo com doenca respiratoria
e entérica (Zhai et al., 2017). Em leitdes neonatos foi descrita a apresentacao
clinica como dispneia, malformacéo auricular e fraqueza (Molossi et al., 2022).

Compreendendo a importancia da produgéo suina no Brasil e os desafios
enfrentados em relacéo as apresentacdes clinicas, é fundamental direcionarmos
nossa atencdo para estes dois patdégenos, que causam uma seérie de
manifestacbes clinicas que podem comprometer a saude e o bem-estar dos
animais.

As técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e de PCR em
Tempo Real (QPCR), sdo amplamente aplicadas em pesquisa e diagndstico. Estas

técnicas sdo essenciais para a andlise de uma variedade de alvos em diferentes
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tipos de amostras (Bustin et al., 2009). Neste estudo, conduzimos analises
utilizando amostras de soro e fluido oral coletadas de matrizes e leitbes em
crescimento de diferentes faixas etarias. Compreender a prevaléncia e os padrdes
de circulacdo desses virus é crucial para atenuar seus efeitos adversos na
indUstria suina. Dessa forma, este estudo ndo apenas visa caracterizar a presenca
desses virus na regido da Zona da Mata, mas também busca avaliar a eficicia de
uma nova abordagem diagnéstica da infeccéo pelo PCV3, utilizando o fluido oral
como amostra biolégica. Espera-se que esses esforcos contribuam para o
desenvolvimento de estratégias mais eficazes de controle e prevencao destes

patdégenos.

2. OBJETIVOS

e Detectar o PCV2 e o PCV3 em amostras de soro e de fluido oral
coletadas na regido da Zona da Mata Mineira no ano de 2023, pela
técnica de PCR.

e Caracterizar geneticamente as amostras positivas para PCV2,
classificando-as em gendtipos ja previamente estabelecidos.

e Entender a possibilidade de coinfec¢do entre PCV3 e os diferentes
gendtipos de PCV2.

e Avaliar a utlizacdo de fluido oral como amostra biolégica para

diagnostico da infeccéo por estes virus.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Etiologia

O Circovirus porcine2 (PCV2) e o Circovirus porcine3 (PCV3) sdo membros
pertencentes a familia Circoviridae e ao género Circovirus, sendo virus néo
envelopados, icosaédricos, de aproximadamente 17 nm de diametro, com DNA

circular e fita simples, conforme representado na figura 1 (ICTV, 2024).
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Origin of
replication

ORF2 ol
CV1: 62
PCV1: 699-705 nt :E& ey
PCV2: 699-708 nt % l’(\V; ;()‘; .
PCV3: 645 nt PCV genome % i
PCV4: 687 nt PCV1: 1758-1760 nt
PCV2: 1766-1777 nt
PCV3: 1999-2001 nt
PCV4: 1770 nt
ORF1
S PCV1: 936 nt
PCV2: 942-945 nt
PCV3: 891 nt
PCV4: 891 nt

Figura 1: Organizacado do genoma do Circovirus suino. Fonte: Maity et al.,
2023.

Os membros da familia Circoviridae estdo entre 0s menores virus
conhecidos, variando de 1,7 a 2kb (Meehan et al., 1997; Palinski et al., 2017; Wei
et al., 2019; Zhang et al., 2020)

Quatro espécies foram identificadas até o momento: PCV1, PCV2, PCV3 e
mais recentemente, o PCV4. O Circovirus porcinel (PCV1) foi a primeira espécie
a ser descrita, com 1759 nucleotideos (Meehan et al., 1997). Identificado em 1974
como um contaminante de células renais suinas PK-15, ap0s varias avaliacoes,
incluindo infec¢do experimental, chegou-se a concluséo de que o PCV1 néo induz
sinais clinicos em suinos (Tischer et al., 1986; Allan et al., 1995).

A descoberta de um novo antigeno e acido nucleico semelhante ao PCV1,
porém patogénico aos suinos resultou na descricdo de uma nova espécie, sendo
designada como PCV2 (Allan et al., 1998; Ellis et al., 1998; Meehan et al., 1998).

O PCV2 apresenta 1766-1777 nucleotideos (Wei et al., 2019). O genoma
viral do PCV2 é composto por onze open reading frames (ORFs) que podem ser
transcritos em diferentes proteinas. As regiées mais estudadas e sequenciadas sdo
a ORF1 e a ORF2. A ORF1 codifica proteinas de replicacdo e a ORF2 codifica
proteinas estruturais do capsideo (Nawagitgul et al., 2000). A ORF2 tem sido
amplamente estudada, devido a variabilidade de seus nucleotideos, que pode
gerar dominios ou sitios diferentes envolvidos na interacdo do hospedeiro, sendo
associada a patogenicidade do virus (Nawagitgul, 2000; Franzo, 2016).

O PCV3 contém um genoma circular com 2000 nucleotideos, e trés open

reading frames (ORFs), incluindo capsideo, replicase e uma proteina de funcéo
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desconhecida (ORF3) (Palinski et al., 2017). O sequenciamento e a analise
metagenémica mostraram que o PCV3 é geneticamente distinto do PCV2, com
apenas 48% de identidade de aminoacidos na proteina rep e 26% de identidade
de aminoacidos na proteina cap entre os dois virus (Phan et al., 2016; Palinski et
al., 2017).

Em 2019 na regido de Hunan, China, foi identificado um novo circovirus
denominado Circovirus porcine4 (PCV4), gue contém o genoma circular com 1770
nucleotideos e homologia entre 43,2% e 51,5% com os genomas de PCV1, PCV2
e PCV3 (ZHANG et al., 2020). Um estudo retrospectivo revelou a presenca de
PCV4 em amostras de arquivo datadas de 2012, sugerindo que esse virus circula
na China ha pelo menos uma década (Hou et al., 2022). Além disso, o PCV4 foi
detectado na Coreia (NGUYEN et al., 2022) e, mais recentemente, foi identificada
também a presenca do PCV4 na Tailandia e na Europa, especificamente em
javalis e porcos domésticos do Centro-Sudoeste da Espanha Holgado-Martin et
al., 2023; Sirisereewan et al., 2023). Os pesquisadores observaram que € possivel
diferenciar o PCV4 em dois genétipos, PCV4a e PCV4b, com base na variagdo
do residuo de aminoacido na posicao 212 do gene Cap (Sirisereewan et al., 2023).

Este virus foi detectado em quase todos os tecidos suinos, particularmente
baco e linfonodos, em suinos com sinais respiratérios, entéricos, reprodutivos e
em animais com sindrome da dermatite e nefropatia suina (Zheng et al., 2017;
Zhang et al., 2020; Wang et al., 2022). S&0 necessarios mais estudos para
elucidar a patogenicidade do PCV4 (Holgado-Martin et al., 2023).

A organizacédo dos genomas das quatro espécies de circovirus suino e seus

respectivos tamanhos sdo demonstrados na Figura 1.

3.2. Epidemiologia

O PCV2 é considerado patogénico para os suinos, afetando de forma
significativa os suinos domésticos e selvagens em todo o mundo (Segalés, 2012;
Segalés et al., 2013). Até o momento foram descritos nove gendtipos do PCV2
(PCV2a-PCV2i) classificados com base nas sequéncias da regido ORF2 do
genoma, que corresponde ao capsideo viral (Wang et al., 2020). O PCV2 é
caracterizado por uma alta taxa de mutacdo e € esperado que ocorram novas
atualizacbes e mudancas na evolugao viral, o que pode ter um impacto

significativo na classificacdo dos genoétipos no futuro (Franzo; Franzo, 2020).
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Desde a primeira descricdo do PCV2, foram relatadas duas grandes
mudancas na frequéncia de genotipos circulantes de PCV2, as chamadas
"mudancas de genotipo” (Karuppannan & Opriessnig, 2017; Opriessnig et al.,
2020). Inicialmente, PCV2a foi considerado o mais frequente até meados de
2003, quando PCV2b se tornou o gendtipo mais disseminado, supostamente
associado a maior viruléncia desse agente (Dupont et al., 2008, Segalés et al.,
2013). Nos ultimos anos, o PCV2d se tornou o0 mais prevalente em importantes
regibes produtoras de suinos, como Estados Unidos, Europa, China, Coreia do
Sul e América do Sul (Franzo et al., 2016; Kwon et al., 2017). No entanto, em
2015, em um estudo retrospectivo realizado na Suica, foi encontrado DNA
correspondente ao genotipo PCV2d em amostras armazenadas desde 1998
(Xiao; Halbur; Opriessnig, 2015). O gendtipo PCV2c foi detectado em amostras
de tecidos parafinizados de um banco dinamarqués coletadas entre 1980 e 1990
(Dupont et al., 2008) e em suinos selvagens no Pantanal brasileiro (Franzo et al.,
2015), assim como em suinos domeésticos na China (Liu et al., 2016). O gendtipo
PCV2e é 0 mais recente e emergente no sul da China (Franzo; Segalés, 2018; XU
et al.,, 2022). Os demais genétipos, PCV2f, PCV2g e PCV2h, compreendem
clados menores, presentes em areas pontuais e provavelmente de menor
importancia (Xiao et al. 2012; Sibila et al., 2021). Recentemente, um novo genétipo
designado como PCV2i foi descrito nos Estados Unidos (Wang et al., 2020). Os
genotipos PCV2a, PCV2b e PCV2d estdo distribuidos mundialmente e séo
associados a impactos econémicos negativos nas propriedades onde ocorrem,
sendo o PCV2d atualmente o mais prevalente (Franzo; Segalés, 2020). A
distribuicdo mundial das espécies de circovirus suino e dos gendtipos de PCV2

sé&o demonstrados na Figura 2.
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Figura 2 - Distribuicho mundial das espécies de circovirus suino e
gendtipos de PCV2. Fonte: Maity et al. 2023.

O PCV3 teve seu primeiro relato na Carolina do Norte (EUA) no ano de
2015 em leitdes de duas a 10 semanas de idade com alteracdes cardiacas e
de
sequenciamento metagendémico (Phan et al., 2016). Foram relatadas também

inflamacdo multissistémica. Sua deteccdo ocorreu pelo método
ocorréncias de PCV3 no mesmo ano em fetos abortados de porcas com sinais
semelhantes a Sindrome de Dermatite e Nefropatia Suina (SDNS). Alguns tecidos
dessas porcas foram submetidos a analise de imuno-histoquimica, na qual
também foi identificado o PCV3 (Palisnki et al., 2017).

No Brasil, uma analise retrospectiva (2006 e 2007) de amostras de tecidos
de suinos revelou a presenca do PCV3 em todos os estados produtores de
suinos (Saraiva et al., 2019). O DNA de PCV3 foi detectado em amostras
agrupadas de soro de porcas com problemas reprodutivos através de analise por
PCR (Tochetto et al., 2018). Por meio de analise por gPCR, a presenca do DNA
do PCV3 foi identificada em diversos tecidos em animais de diferentes faixas
etarias incluindo porcas (Assao et al., 2021),mostrando que o PCV3 é
disseminado por todo o Brasil (Saraiva et al.,, 2019; Assao et al., 2021;). A

distribuicdo mundial do PCV3 é demonstrada na Figura 3.
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Figura 3 - Distribuigdo mundial do PCV3. Fonte: Turlewicz-Podbielska et
al., 2022,

Em um estudo na China, foi proposto que muta¢cdes nos aminoacidos 24
e 27 da proteina cap poderiam ser potenciais marcadores moleculares para
classificar o PCV3 em trés clados: PCV3a, PCV3b e PCV3c, estando o PCV3a
dividido em trés subclados (PCV3al, PCV3a2 e PCV3a3) com base na relagao
evolutiva e outras caracteristicas moleculares da proteinacap (Fu et al.,
2018).Porém, com base na distancia genética maxima e a relacdo proxima
destas outras amostras com o PCV3a, foi reforcado em um trabalho recente a
importancia de seguir os critérios de classificacdes preservando a informacéo de
gue todas as sequéncias apresentadas anteriormente seriam unicamente do

gendtipo PCV3a (Franzo; Segalés, 2023).

3.3. Patogénese, Sinais Clinicos e Lesdes

Os circovirus requerem células em divisdo ativa para replicacdo em
culturas celulares e in vivo (Tischer et al., 1987). A extensa replicagdo em
embrides leva a morte e reabsorcéo no Utero (Mateusen et al., 2007). A replicacéo
no coracgao resulta em insuficiéncia cardiaca e morte do feto, o qual ira apresentar
um processo de mumificacéo, se néo for abortado (Pensaert et al., 2004). Apés a
infeccdo em estagios posteriores do desenvolvimento fetal, a replicacdo diminui
consideravelmente com o aumento da idade do feto devido a presenca de uma

resposta imune humoral adaptativa do feto e a redugéo da taxa de mitose durante
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a gestacdo (Gassmann et al., 1988). Apés o0 nascimento, o PCV2 perde seu

tropismo para as células cardiacas e se concentra principalmente em linfoblastos

e macroéfagos (Wang et al., 2020).

A infeccdo pelo PCV2 é mais comumente manifestada como a sindrome

multissistémica do definhamento pds-desmame (Allan et al., 1998; Harding et al.,

1998; Nayar et al., 1997). Esta condicdo afeta leitdes entre cinco e 12 semanas

de idade, embora casos ja tenham sido descritos em leitdes de quatro a 24

semanas de idade (Zanella, 2012). Também estao associadas a infec¢éo, falhas

reprodutivas, sindrome de dermatite e nefropatia suina (SDNS), o complexo das

doencas respiratdrias dos suinos (CDRS) e a enterite granulomatosa, como
detalhado na Tabela 1 (Segalés, 2012).

Tabela 1: Resumo de sinais clinicos e lesdes mais frequentes do PCV2. Fonte:

Adaptado de Segalés (2012).

Terminologia

Sinais clinicos e lesdes

Infeccéo subclinica por PCV2
(PCV2-SI)

Reducéo de ganho de peso diario (GPD) e sem
sinal clinico evidente

Nenhuma ou minima lesao histopatolégica nos
tecidos (principalmente linfoides)

Baixa quantidade de PCV2 em poucos tecidos

(linfoides)

- A técnica preferencial de diagnostico neste

caso deve ser o qPCR

Sindrome multissistémica do
definhamento p6s-desmame
(SMDS)

Pelagem aspera e longa

Espinha dorsal proeminente e cabeca
relativamente grande

Aumento do linfonodo inguinal (ilustrado na
figura 5)

Perda de peso e palidez da pele (sinais clinicos
respiratérios e/ou digestivos também podem
estar presentes

Deplecéao de linfocitos moderada a grave com

inflamacéo granulomatosa dos tecidos linfoides
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(também em outros tecidos)
Quantidade moderada a alta de PCV2 em
tecidos que apresentam lesdes associadas a

infeccéo pelo PCV2

Complexo de doencgas

respiratorias (CDRS)

Sinais clinicos respiratérios (dispneia)
Pneumonia intersticial (demonstrada na figura
43) ou bronco-intersticial linfo-histiocitica a
granulomatosa, bronquiolite necrosante a
ulcerativa leve a grave

Quantidade moderada a alta de PCV2 no pulméo

Enterite associada ao PCV2

Diarreia

Enterite granulomatosa (observada na figura 4B)
Mucosa intestinal espessada

Aumento dos linfonodos mesentéricos
Quantidade moderada a alta de PCV2 na

mucosa intestinal

Falha reprodutiva associada
ao PCV2

Falha reprodutiva no final da gestacéo

Abortos ou mumificacdes

Miocardite fibrosa a necrosante de fetos

Ascite, hidrotérax e hidropericardio em fetos
Quantidade moderada a alta de PCV2 no coracgéo

Retorno regular ao estro

Sindrome de dermatite e

nefropatia suina (SDND)

Papulas e maculas na pele, principalmente nos
membros e na area perineal (demonstradas na

figura 4D)

Lesdes cutaneas hemorragicas e necrotizantes
e /ou rins aumentados de volume e palidos com
petéquia cortical generalizada (visualizadas na

figura 4C)

Linfonodos aumentados, principalmente

inguinais
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A doenga também se manifesta na forma subclinica, podendo ser
caracterizada pela reducdo do ganho de peso médio diario sem apresentar sinais
clinicos evidentes (Segalés, 2012; Saporiti et al., 2021). O desenvolvimento de
PCVAD é multifatorial e nem todo suino infectado pelo PCV2 ira desenvolver a
doenca clinica, uma vez que a interacdo do virus com o hospedeiro, coinfeccéo
com outros patégenos e modulagéo imunoldgica sdo considerados cofatores para
a ocorréncia da doenca clinica (Opriessinig; Meng; Halbur, 2007).

Figura 4: Pneumonia intersticial (A). Enterite (B). Pontos brancacentos no
rim (C). Sindrome da dermatite e nefropatia, observando-se areas de hemorragia
(D). Fonte: Imagens cedidas por Bruno Broggio, médico-veterinario.
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Figura 5: Linfonodos superficiais inguinais aumentados de tamanho, antes
da necropsia (A) e depois da necropsia (B). Fonte: Imagens cedidas por Bruno
Broggio, médico-veterinario.

O PCV2 pode ser transmitido de forma horizontal ou vertical, e o contato
direto via oro-nasal é reconhecido como a principal via de infec¢do natural entre
suinos (Segalés, 2012). O virus pode ser eliminado através de secrecdes orais,
nasais e oculares, além de fezes, urina, leite, sémen e colostro, o que facilita a
disseminacao do virus (Rose et al., 2012; Segalés, 2012; Dvorak et al., 2013). A
transmissdo também pode ocorrer por via transplacentaria. Em casos de leitdes
gue inicialmente ndo sejam infectados por via transplacentaria, esses podem ser
infectados pela mée pelas outras formas de transmisséo, citadas acima (Dvorak
et al., 2013).

E bem estabelecido que animais que apresentam infecgdo subclinica
geralmente possuem uma carga viral inferior em comparacdo aqueles que
desenvolvem SMDS, conforme apresentado na Figura 6. Além disso, é observado
gue esses animais tendem a desenvolver niveis mais elevados de anticorpos
neutralizantes contra o PCV2. Do ponto de vista clinico, a varia¢ao significativa no
namero de animais infectados por lote pode ser atribuida a trés fatores principais:
o efeito individual, o efeito da leitegada e o efeito do manejo, devido aos fatores

de risco (Flores, Lima & Zanella, 2022).
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Infecgdo pelo PCV-2
Suino de 5-16 semanas

Infecgdo de macréfagos, APCs, células epiteliais
Co-fatores
VIREMIA nao-infecciosos
Co-fatores

Distribuigéo sistémica: monécitos do sangue infecciosos

Infecgédo subclinica SMDS
lpcv-2 1PCV-2
Orgéos Sangue _
Sangue _Tecido
Sem lesdes lCD8+ nao-linféide
Lol — Pneumonia
TMondcitos Tecido _ Hepatite

Linféide - Nefrite

- Enterite

| Células dendriticas
| B (apoptose) e T
! Fagdcitos

Atrofia do timo
TMonécitos

Deplegéo linfocitaria
Infiltraga@o histiocitaria

Fonte: adaptado de Darwich et al. (2004).

Figura 6: Patogenia das infecgbes pelo PCV2. Fonte: Flores, Lima & Zanella,
2022.

O PCV3 é associado a falhas reprodutivas, aumento do percentual de fetos
mumificados, assim como quadros de sindrome de dermatite, nefropatia e
periarterite (Arruda et al.,, 2019; Dal Santo et al.,, 2020). Pode também estar
associados a quadros de doencas respiratoria e entérica (Zhai et al., 2017). Em
leitdes neonatos foi descrita a apresentacéo clinica de dispneia, malformacéo da
orelha e fraqueza (Molossi et al., 2022).

Um estudo sobre a dinamica de infeccdo por PCV3 em suinos saudaveis
amostrados longitudinalmente mostrou a positividade em suinos de todas as
idades, porém neste trabalho ndo foram analisadas amostras de soro de animais
adultos (Klaumann et al., 2019). Outros trabalhos também abordam a positividade
de PCV3 em suinos de todas as fases de producado (Phan et al., 2016), tais como
leitbes natimortos, porcas sem sinais clinicos de infeccdo (Zheng et al., 2017),
assim como em fetos abortados de porcas positivas e com sinais de PNDS
(Palinski et al., 2017). A positividade em animais com disturbios reprodutivos tanto
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no periodo pré e pés desmame, foi confirmada, podendo estar associada a sinais
clinicos ou ndo (Saporiti et al., 2021).

Microscopicamente, em infeccbes pelo PCV3, a principal caracteristica
apresentada é a vasculite multisistémica caracterizada por linfécitos e células
plasmaticas que se infiltram na parede dos vasos, pneumonia intersticial
linfohistiocitica, miocardite e encefalite (Molossi et al., 2022).

A malformacéo da orelha é uma caracteristica consistente observada em
animais positivos, com a hip6tese de que esse achado pode estar relacionado a
fase gestacional em que a viremia ocorreu, sendo que alguns animais com esta
caracteristica foram negativos no PCR (Molossi et al., 2022). A capacidade uterina
insuficiente e nutricio materna inadequada sdo dois principais fatores que
prejudicam o crescimento fetal (WU et al., 2006). Sdo necessarios mais estudos
para entender a relacdo entre orelhas grandes e giradas caudalmente, e a
infeccéo por PCV3 (Molossi et al., 2022). A presenca do genoma do PCV3 em um
animal doente ndo implica que esse virus seja a causa dos sinais clinicos ou
lesdes observadas (Saporiti et al., 2021).

Na China, a andlise por qPCR para deteccdo de PCV3 em diferentes
tecidos de leitbes clinicamente diagnosticados com tremores congénitos
possibilitou a inferéncia de um possivel papel do PCV3 como causa dos tremores
congénitos, devido a observacdo de um maior nimero de cépias genémicas
encontrados no cérebro e coracdo, possivelmente associadas aos sinais
neurologicos (Chen et al., 2017). Diferentemente do que foi observado neste
estudo sobre PCV3, alguns trabalhos néo sugerem a associacao entre o PCV2 e
esta condicdo clinica congénita. Entretanto, este ainda é um ponto controverso
entre alguns pesquisadores (Kennedy et al., 2003; Ha et al., 2005).

Devido as varias apresentacdes clinicas associadas a infeccao pelo PCV3,
foi sugerido o termo PCV3-SD para doenca sistémica, e PCV3-RD para doenca
reprodutiva (Saporiti et al., 2021). O PCV3-SD em tem sido pouco diagnosticado
em suinos de crescimento até o momento (Arruda et al., 2019; Williamson et
al., 2021). J4 o PCV3-RD parece ocorrer com maior frequéncia (Arruda et
al., 2019; Saporiti et al., 2021; Williamson et al., 2021).
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3.4. Respostaimune

A principal defesa do sistema imunoldgico inato contra infec¢des virais é
a producéo de interferons tipo |, como o interferon alfa (IFN-a), que desempenha
um papel crucial na inibicdo da replicagdo viral. Essa resposta também estimula
a proliferacdo e diferenciacdo de linfécitos T e B especificos para antigenos
(Abbas et al., 2015).

A resposta imune humoral combate microrganismos ao conectar
anticorpos a eles, inibindo sua habilidade de infectar células. Os niveis de
anticorpos neutralizantes (NA) estdo intimamente ligados a protecédo do animal
(Meerts et al., 2006). Muitos dos sinais clinicos associados a infec¢éo por PCV2
sugerem a presenca de disfungéo imunologica.

Meerts e colaboradores (2005) mostraram que os niveis de replicagcédo
viral se correlacionaram com a existéncia de diferentes padrdes de respostas
adaptativas a infeccdo por PCV2. Assim, 0os suinos com altas titulos de NA e
interferon-y (IFN-y), que € produzido principalmente por células T citotdxicas e
células natural killer (NK), apresentaram os niveis mais baixos de replicacao
viral, enquanto suinos com respostas fracas ou nulas de NA e IFN-y tiveram os
mais altos niveis de replicagéo viral.

A imunidade mediada por células, liderada pelos linfocitos T, combate
microrganismos intracelulares, como virus e algumas bactérias, que se
multiplicam dentro das células hospedeiras. Essa resposta imune destréi os
microrganismos dentro dos fagécitos ou induz a morte das células infectadas
para eliminar os reservatérios de infec¢éo (Abbas et al., 2015).

Conforme ilustrado na Figura 6, que exemplifica a patogenia da infec¢céo
por PCV2, as lesdes estdo intimamente ligadas a diminuicdo dos niveis de
linfécitos B e T no sangue (leucopenia), a reducdo desses tipos celulares nos
orgaos linfoides e ao aumento de mondcitos e macrofagos no sangue e nos
orgaos linfoides, respectivamente. Essas mudancas nas populacdes celulares
do sistema imunoldgico tanto no sangue quanto nos 6rgaos sugerem que nos
animais afetados com SMDS ha uma dificuldade em montar uma resposta
imunoldgica adequada (Segalés et al., 2004). Dessa forma, os anticorpos séo
essenciais na prevencdo de infeccbes antes que se estabelecam, sendo a
producao eficaz desses anticorpos o principal objetivo da vacinacao (Abbas et
al., 2015).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168170211004886#bib0345
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3.5. Diagnéstico

O diagndstico definitivo envolve a avaliacdo clinica e a avaliacdo dos
indices produtivos (Segalés, 2012), associadas a observacao de lesdes macro e
microscépicas em o6rgdos afetados, como linfonodos, bacgo, pulmdes, figado,
coracao, rins e intestinos, além da presenca do virus em tecidos linfoides. A
deteccdo do antigeno viral ou do DNA viral nas lesdes também é de grande
importancia (Segalés & Domingo, 2002). Dito isto, existem técnicas para deteccao
do antigeno ou &cido nucleico em tecidos ou células infectadas por PCV2 e/ou
PCV3 como a imuno-histoquimica (IHC) e a hibridizacdo in situ (ISH),
respectivamente. Ambas as técnicas possibilitam uma avaliacdo da presenca de
células infectadas observadas em areas que apresentem lesdes histopatologicas
sugestivas da infeccéo (Rosell et al., 1999).

A técnica de PCR é utilizada para detectar o genoma viral, tanto de PCV2,
como de PCV3, em animais infectados, sendo uma metodologia rapida e
altamente sensivel. Ela pode ser aplicada em amostras como soro, fluidos e
tecidos (Caprioli et al., 2006). Para garantir a eficiéncia da reacdo de PCR,
diversos parametros devem ser cuidadosamente ajustados, como a concentracao
de DNA polimerase, dNTPs e MgCI2, bem como a determinacdo adequada das
temperaturas e duracédo das etapas de desnaturacdo, anelamento e extensao.
Além disso, o numero de ciclos de amplificacdo e a presenca de inibidores deve
ser cuidadosamente avaliada e minimizada (Sachse, 2003).

O &cido nucleico ou antigeno do PCV2, presentes em lesdes de suinos
infectados, sao os principais alvos para o diagnéstico de infeccao ou de doencas
relacionadas ao PCV2 em suinos (Mcintosh et al., 2009). A PCR em tempo real
(gPCR) é uma técnica que permite a detec¢do quantitativa das cdpias gendmicas
de PCV2 e PCV3, facilitando a correlacao entre a carga viral e a manifestacéo de
sinais clinicos e lesdes causadas por esses virus (Zhao et al., 2010).

A nested PCR usa dois conjuntos de primers e duas etapas sequenciais de
amplificagao, em que o produto da primeira amplificacdo serve como molde para
a segunda (Sachse, 2003; Green & Sambrook, 2019). Esta técnica propicia a
diminuicdo da a¢éo de inibidores, que interferem na eficacia da PCR convencional
em amostras clinicas, aumentando a sensibilidade da deteccdo de alvos
genéticos, mesmo em baixas concentracdes. A segunda etapa é uma continuacao

da primeira reacdo, mas com quantidades significativamente reduzidas do produto
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inicial e que minimiza a competicdo entre sequéncias de DNA, aumentando

eficiéncia e sensibilidade na detecc¢éo do alvo (Sachse, 2003).

3.6. Prevencao e controle

A principal medida preventiva contra o PCV2 é a vacinacao. Desde 2008,
guando os rebanhos brasileiros comecaram a ser imunizados (Zanella, 2017), as
vacinas contra o PCV2 tém demonstrado consistentemente sua eficacia. Elas ndo
apenas impedem o surgimento de sinais clinicos, mas também reduzem a viremia,
a excrecao viral e as lesdes associadas, promovendo uma resposta imunologica
eficaz, tanto humoral quanto celular (Franzo; Segalés, 2020).

Esquemas de vacinacgéo contra o PCV2 em leitdes entre 3-4 semanas sao
os mais frequentes (Oliver-Ferrando et al., 2016), idade em que € esperada a
diminuicdo da resposta imune passiva, adquirida via colostro. Altos niveis de anticorpos
derivados maternos (MDA) no momento da vacinagdo podem causar uma menor
resposta imunologica devido a interferéncia com a soroconversao provocada pela vacina
(Fraile et al., 2012).

A vacinacdo massal ou periodica de porcas durante a gestacao ou lactacao
contra o PCV2 tornou-se uma pratica comum em granjas comerciais. 1sso visa
homogeneizar a imunidade do rebanho e reduzir o impacto de doencas
associadas a infeccdo pelo PCV2 (Poulsen Nautrup et al., 2021; Pérez et al.,
2023), através de uma resposta humoral robusta devido as altas concentracdes
de anticorpos colostrais homogéneos (Fraile et al., 2012; Sibila et al., 2013).

Atualmente varias vacinas comerciais contra PCV2 estdo disponiveis no
Brasil, sendo produzidas, em sua maioria, com base no genotipo PCV2a ou em
sua proteina de capsideo. Algumas vacinas utilizam os gendtipos PCV2b ou
PCV2d como antigeno vacinal (Franzo; Segalés, 2020).

Varios estudos tém demostrado que vacinas baseadas no gendtipo PCV2a
oferecem protecdo cruzada a animais desafiados com PCV2b. Trés vacinas
comerciais de dose Unica de PCV2a mostraram-se eficazes no controle da
infeccdo concomitante por PCV2b em suinos, reduzindo a viremia e as lesdes
linfoides associadas sob condi¢cdes de campo (Jeong et al., 2015). Outro estudo
demonstrou que ambas as vacinas baseadas em PCV2a ou PCV2b reduziram ou
impediram significativamente a viremia detectavel de PCV2b (Opriessnig et al.,

2014). Um experimento desenvolvido na Coréia demonstrou que a vacina contra
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PCV2 baseada em PCV2a foi capaz de induzir a formacdo de anticorpos
neutralizantes cruzados contra PCV2a, PCV2b e PCV2d (PARK et al., 2019).

A administracdo incorreta da vacina, em animais com imunossupressao, e
com a presenca de infeccBes concomitantes, pode comprometer a eficacia da
vacina na inducdo de uma reposta imune ativa, exacerbando a limitacdo da
protecdo fornecida pela vacinacao (Franzo; Segalés, 2020).

O aumento do estresse no animal pode levar ao aumento dos niveis séricos
do hormonio cortisol, associado ao estresse (Patterson et al., 2015). Efeitos
combinatérios de fatores como reducado da presséo de infeccao nos rebanhos por
meio de praticas aprimoradas de higiene e gerenciamento; minimizacdo da
superlotacdo em baias onde ha animais infectados que ja estejam na baia; e
diminuicdo de estressores ambientais como ventilacdo inadequada, variagéo de
temperatura, mistura de lotes de diferentes idades, ruidos e transporte
inadequado; podem minimizar os efeitos destes fatores na supressao do sistema
imunologico do animal, e assim, diminuir a susceptibilidade para PCVAD (Madec
et al.,, 2000; Rose et al.,, 2012; Patterson et al.,, 2015). Estes pontos séo
importantes ndo s6 para controlar e minimizar a disseminagdo do PCV2, mas
também do PCV3, sendo que, até o momento, ndo ha vacina disponivel contra

esse patdgeno (Maity et al., 2023).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Amostragem

Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram previamente
consentidos pelos proprietarios das granjas através do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE e com o numero 297/24 referente a submissao deste
trabalho & Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA.

O calculo do tamanho da amostra necesséario para a definicdo de
prevaléncia com um nivel de confianca e precisdo foi estimado a partir da
Calculadora Epidemiolégica Epitools®, sendo considerada a prevaléncia
esperada de positividade média de PCV2 e PCV3 em 70% nos rebanhos e a
especificidade do teste de 90%, a sensibilidade de 93%, o erro de 5% e o nivel
de confianca em 95%. Considerando esses parametros, foi determinado um “n”
amostral de 467 amostras de soro e de fluido oral a serem coletados neste

trabalho (“Epitools - Epidemiological Calculators”, 2022).
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A determinacdo das amostras a serem coletadas para o projeto foi
baseada na selecdo das amostras previamente utilizadas para o diagndéstico de
infeccbes por PCV2 e PCV3 no Laboratério de Pesquisa em Virologia Animal
(LPVA) da Escola de Veterinaria da UFMG. Estas amostras séo frequentemente
empregadas na rotina de prestacdo de servicos.

A coleta de amostras para o projeto foi conduzida em nove granjas de
ciclo completo localizadas nas microrregides de Vicosa e Ponte Nova, situadas

na Zona da Mata de Minas Gerais, conforme demonstrado na figura 7.

Mapa de Localizag@o das Granjas de Suinos utilizadas no trabalho em Minas Gerais (2024)
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Figura 7: Mapa politico do Estado de Minas Gerais com a localizacdo das
granjas onde as coletas foram realizadas. IBGE 2024. Elaborado por: Ailton
Costa, 2024.

A selecdo das nove granjas ocorreu com base em critérios relacionados a
sua localizacdo, coletando amostras em sete cidades distintas, abrangendo
granjas que possuiam entre 280 e 1600 matrizes. Apenas a granja G6
apresentava auséncia de infeccdo por Mycoplasma spp nos animais alojados.
Todas as granjas eram de ciclo completo e apresentavam positividade para PCV2,
de acordo com levantamentos prévios. Elas utilizavam vacinas como medida de
prevencdo e controle do PCV2. Dentre as vacinas comerciais, as utilizadas nas
granjas foram: Circovac®, Circumvent® PCV-M, Ingelvac CircoFLEX®, Porcilis®

PCV M Hyo e a vacina SafeSui®. Nenhuma das granjas selecionadas tinha
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confirmacdo de circulacdo de PCV3 previamente, por meio de coleta de amostras
e diagnastico laboratorial.

As amostras coletadas incluiram soro de matrizes com diferentes ordens
de partos e amostras de sangue e fluido oral de animais em crescimento (Figura
8).

Figura 8: Coleta de sangue em fossa jugular de uma matriz suina (A).
Coleta de sangue em fossa jugular de um suino em fase de recria (B).

Na Tabela 2, foram relacionados a quantidade e o tipo de amostras
coletadas de cada categoria animal, sendo animais com 6, 9 e 13 semanas de
idade, nas fases de creche, recria e engorda, respectivamente. A relacdo de
ordem de parto de cada matriz amostrada para a presente pesquisa é apresentada

na Tabela 3.

Tabela 2: Relacdo de amostras coletadas de acordo com o tipo de

amostra e categoria animal.

Tipo de Amostra Categoria Animal Quantidade
Fluido Oral Creche 18
Recria 18
Engorda 16
Soro Matriz 138
Creche 98
Recria 91
Engorda 88

Total amostras - 467
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Tabela 3: Relagao de quantidade de amostras coletadas em matrizes, de

acordo com a ordem de parto.

Ordem de Parto Categoria Animal Tipo de Amostra Quantidade

1-2 Matriz Soro 47
3-4 Matriz Soro 45
>5 Matriz Soro 46
Total de amostras - - 138

Um total de 467 amostras, compostas por 138 amostras de soro de
matrizes e 329 amostras de soro e fluido oral de leitdes de diversas idades, foram
coletadas, processadas e submetidas as técnicas moleculares para o diagndstico
e genotipagem do PCV2 e do PCV3. A deteccédo de PCV2 foi realizada por PCR
guantitativo em tempo real (qPCR), enquanto a detecgao de PCV3 foi conduzida
por nested PCR. Além disso, amostras positivas para PCV2 no teste de qPCR
foram submetidas a PCR convencional para genotipagem. As amostras foram
divididas por faixa etaria, sendo 138 amostras de matrizes, 116 amostras de
leitbes na fase de creche, 109 leitdes na fase de recria e 104 leitdes na fase de
terminagéo.

A coleta de fluido oral foi realizada com um N amostral menor devido ao
modelo de amostragem envolver o agrupamento de varios suinos, dentro de uma
mesma baia, como demonstrado na Figura 9, onde o procedimento de coleta do
fluido oral € demonstrado. Cada coleta resultou em aproximadamente 5 a 8ml de

fluido oral.
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Figura 9: Corda posicionada na baia, na altura do dorso dos leitbes em
fase de creche (A). Parte molhada da corda dentro de saco plastico (B). Fluido
oral extraido da corda em saco plastico (C). Fluido oral em tubo Falcon
devidamente identificado pronto para o armazenamento e envio ao laboratorio (D).

A conducdo das coletas e organizacdo de materiais necessarios foi
realizada com o auxilio de um colaborador interno na granja no momento de
contencao dos animais, assegurando, simultaneamente, o bem-estar dos suinos
durante o procedimento e a seguranca de quem realizava as coletas. Essa
abordagem garantiu ndo apenas a precisdo e contencdo dos animais, mas
também uma integragéo eficaz com as praticas da granja, fortalecendo a validade
e confiabilidade dos materiais obtidos.
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4.2. Preparo das amostras

Apés as coletas, as amostras foram refrigeradas até o processamento. A
retirada da aliquota de soro ocorreu dentro de um intervalo variavel de duas horas
apos a coleta ou no dia subsequente.

Os soros foram separados do coagulo pelo processo de centrifugacéo. As
amostras de fluido oral foram conservadas resfriadas e posteriormente
centrifugadas a 3500rpm. As aliquotas de soro foram acondicionadas em
microtubos de 2ml e armazenadas em temperatura de -20°C. Da mesma forma, o
fluido oral foi mantido a -20°C e submetido a centrifugacdo imediatamente antes

da etapa de extragéo, evitando assim variagOes de temperatura.

4.3. Extracao

O DNA total das amostras foi extraido e purificado, utilizando200mL de soro
e 200mL de fluido oral centrifugado. Utilizou-se o kit Maxwell 16 Viral Total Nucleic
Acid Purification ® (Promega, EUA).

Inicialmente, procedeu-se a etapa de lise das células, para exposicdo do
DNA, utilizando a solucéo de lise com proteinase K, com homogeneiza¢cdo com o
auxilio de um vortex. Posteriormente, para a purificacdo, essa solucéo foi
transferida para o cartucho Maxwell, e o restante do procedimento ocorreu de
forma totalmente automatizada usando a ligacdo de particulas de silicas
magnetizadas ao acido nucleico como principal principio da separacéo. A eluicao
foi realizada em agua livre de nuclease, conforme orientacdo do fabricante do Kkit.
A configuracéo utilizada foi com o hardware de baixo volume de eluicdo (LEV), e
ap6s aproximadamente 45 minutos, a purificacdo do &cido nucleico estava
concluida, pronto para analise. Apds a extracdo e purificacdo a amostra foi
armazenada a -80°C.

Como medida de garantia de qualidade da extracdo, foram incluidos
controles de amostras positivas e negativas durante cada extracdo, que depois

foram submetidas ao teste de gPCR.

4.4. PCR em tempo real para deteccéo de PCV2
A deteccéo e quantificacao de copias gendmicas do PCV2 foi realizada nas
amostras de soro e fluido oral por meio da técnica de PCR em tempo real (QPCR),

segundo o protocolo desenvolvido por Mcintosh e colaboradores (2009), tendo
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como alvo a ORF1 do PCV2.
Para o diagndstico, foi utilizado o termociclador QuantStudio 1® (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) em conjunto com um kit de PCR TagMan®

da Promega e reagentes especificos para deteccdo de PCV2, com a seguinte

sequéncia de primers e sonda: P1570 Forward (5-
TGGCCCCGAGTATTCTGATT-3’), P1642 Reverse (‘5-
CAGCTGGGACAGCAGTTGAG-3’) e P1591 Probe (5’

CCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATG-3)).

As reacdes de qPCR foram preparadas em um volume final de 20 mL,
contendo 5,1mL de 4gua nuclease-free, 0,8mL de Primer P1570 Forward (10mM),
0,8mL de Primer P1642 Reverse (10mM), 0,8mL P1591 Probe (5mM), 10mL de
GoTaq® Probe qPCR Master Mix 2X, e 2,5mL de DNA da amostra extraida. Cada
amostra foi executada em duplicata.

A amplificacédo ocorreu com a ativacéo da DNA polimerase GoTag® a 95°C
por 2 minutos. Em seguida, procedeu-se a etapa de desnaturagédo a 95°C por 15
segundos para separar as fitas de DNA, seguida pela etapa de anelamento e
extensdo a 60°C por 1 minuto. Durante essa fase, os primers se ligaram as
sequéncias alvo especificas, permitindo que a Taq polimerase sintetizasse novos
filamentos de DNA complementares. Este ciclo de temperatura foi repetido 40
vezes para amplificar o DNA alvo.

Os limiares de ciclo (Ct) foram automaticamente determinados pelo
software do termociclador, utilizando a média dos resultados de duplicatas. Em
seguida, os valores de Ct foram convertidos em cOpias gendmicas por mL
utilizando uma planilha do Excel validada pelo Laboratorio de Pesquisa em
Virologia Animal (LPVA).

Os resultados obtidos estédo representados em log do numero de cépias
gendomicas/mL de soro, apresentados na Tabela 4. Amostras com valores de
cépias gendmicas inferiores a 1 foram consideradas negativas, sendo este o limite
de deteccdo do teste. Valores entre 2 e 5 cOpias gendmicas/mL sdo indicativos de
infeccdo subclinica. Para animais suspeitos de doencas associadas ao PCV2, é
considerado um valor de 6 cOpias gendmicas. Ja para classificar animais como
positivos, um valor igual ou superior a 7 copias gendmicas/mL é considerado
(OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).
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Tabela 4: Quantificacdo da carga viral em cépias gendbmicas de DNA/mL

de soro.

Resultado em copias gendémicas de

DNA/mL de soro — Log Interpretagao
<1 Limite de deteccao do teste
2a5b Subclinico
6 Suspeito — Doencgas associadas ao PCV
>7 Positivo — Doencas associadas ao PCV

Fonte: Opriessnig et al., 2007.

4.5. Nested PCR para deteccao de PCV3

A reacdo de amplificacdo do gene do capsideo (ORF2) na nested PCR foi
realizada nas amostras de soro e fluido oral, segundo o protocolo desenvolvido
por Chen e colaboradores (2018). Utilizou-se o termociclador Veriti® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) para as reac¢des de PCR.

Foram utilizados dois pares de primers, selecionados a partir de
sequéncias de amostras brasileiras de PCV3, depositadas no GenBank. Na
primeira etapa da reacdo, foram utilizados os primers PCV3 Reverse (5'-
AGCACCCTCCCCATTATA-3) e PCV3 Forward (5'-
AAAGAGGCCAGCGAGTAT’3’), enquanto na segunda etapa, foram utilizados os
primers gPCV3 Reverse (5-CCTGGAGGACCAATAAAAZ’) e qPCV3 Forward (5’-
TGAAGTTGCGGAGAAGAT-3’). Tanto na primeira quanto na segunda reacao, o
produto do PCR tem tamanho de 131bp. O uso sequencial desses dois conjuntos
de primers permite que o produto da primeira reagao sirva como molde para a
segunda reacdo, o que resulta em um aumento da especificidade e sensibilidade
na deteccdo da regidao gendmica usada como alvo (SACHSE, 2003).

O preparo das reacdes de nested PCR foi realizado para um volume final
de 22,8mL. Para a primeira reagdo, foram utilizados 16,95mL de agua nuclease-
free, 1,00mL de Primer Forward (10mM), 1,00mL de Primer Reverse (10mM),
0,75mL de MgCI2 50mM, 0,3mL de dNTP 10mM, 2,5mL de 10X Tampéao de PCR,
0,3mL de Platinum™ Taqg DNA Polimerase e 2mL de DNA da amostra extraida.
Na segunda reacédo, apenas os primers foram modificados e, em vez da amostra
extraida, 2,0mL do amplicon da primeira reacao foi adicionado.

A etapa de amplificag&o consistiu em uma etapa inicial de desnaturacéo, a
95°C por 5 minutos, seguida por uma desnaturacao a 94°C por 30 segundos para

separar as fitas de DNA. Em seguida, ocorreu a etapa de anelamento a 50°C por
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45 segundos, durante a qual os primers se ligaram as sequéncias alvo especificas.
A extensdo do DNA foi realizada a 72°C por 45 segundos, permitindo que a Taq
polimerase sintetizasse novos filamentos de DNA complementares. Apos os 40
ciclos de amplificagdo, uma extenséo final foi conduzida a 72°C por 5 minutos para
completar a sintese do DNA. Por fim, a amostra foi mantida em espera a 4°C por
tempo indeterminado. Na segunda reacéo de 40 ciclos, apenas a temperatura de
anelamento foi ajustada para 45°C, mantendo o tempo de 45 segundos.

Apés a amplificacdo, todos os produtos da reacao de nested PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose e tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE)

1%, corado com brometo de etidio e visualizado em transiluminador UV.

4.6. Eletroforese em gel para deteccéo da amplificagédo do gene ORF-2 do
PCV3

A anadlise dos fragmentos amplificados na nested PCR foi realizada por
meio da eletroforese em gel de agarose a 1% em tampé&o TAE, corado com 5mL de
brometo de etidio. Nove microlitros do produto de PCR amplificado foram
aplicados em uma amostra unica no gel de eletroforese, juntamente com 5mL de
tampéo (Loading Dye Buffer 6x), para confirmar a amplificacdo do segmento e
visualizar as bandas de DNA por meio de um transiluminador UV.

Como referéncia para determinar o tamanho das bandas formadas no gel,
foi utilizado 7mL de ladder, uma amostra padréao que serve de base para estimar
o tamanho aproximado dos fragmentos presentes nas amostras analisadas.
Foram consideradas amostras positivas de PCV3 aquelas que apresentaram bandas
correspondentes ao tamanho esperado (131 bp) da regido da ORF-2 de PCV3
amplificada durante a reac@o de PCR utilizando os primers especificos delineados.

4.7. Metodologia da PCR para genotipagem de PCV2

A genotipagem para PCV2a, PCV2b e PCV2d, foi realizada em amostras
positivas para PCV2 na reacao de gPCR. A analise de genotipagem foi conduzida
majoritariamente em amostras positivas no gPCR que apresentaram uma
concentracdo de copias gendémicas/mL igual ou superior a 7, devido a maior
sensibilidade na deteccdo dos genotipos quando séo utilizadas amostras com
maior carga viral.

Para garantir a representatividade das nove granjas analisadas, foram
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genotipadas cinco amostras de granjas nas quais nao foram detectados valores
de cépias genbmicas/mL iguais ou superiores a 7. Essas amostras incluiram
resultados com 4, 5 e 6 cOpias gendmicas/mL. Com excecado da granja G9, que
nao teve nenhuma amostra submetida a genotipagem. Dessa forma, as analises
genotipicas englobaram amostras de todas as granjas, com excecao da G9. Essa
omissdo foi identificada durante a revisdo dos dados e cuidadosamente
documentada para preservar a precisao e integridade dos resultados.

O método para genotipagem das amostras positivas para PCV2 foi
baseado no protocolo proposto por Kwon e colaboradores (2017), utilizando o kit
Platinum™Tag Polimerase® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), com
o termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Os primers utilizados para cada genotipagem sao descritos a seguir. Para
deteccdo de PCV2a, foram utilizados os primers PCV2a 2NR (5'-
GGGGGACCAACAAAATCTC-3)) e PCV2ab 2NF (5-
GGTTGGAAGTAATCAATAGTGGA-3’), com o produto esperado de tamanho de
277bp. Para o PCV2b utilizou-se o0s primers PCV2b 2NR (5-
GGGGCTCAAACCCCCGCT-3) e PCV2b 2NF (5'-
GGTTGGAAGTAATCAATAGTGGA-3’), também com o produto esperado de
tamanho de 277bp. Para o PCV2d, utilizou-se os primers PCV2d 2NR (5'-
TCAGAACGCCCTCCTGGA-3), e PCvad 2NF (5-
GGTTGGAAGTAATCGATTGTCCT-3’), com o produto esperado de tamanho de
343bp.

O preparo das reacdes de PCR convencional foi realizado em um volume
final de 23mL para cada genotipo. Foram utilizados 17,95mL de agua nuclease-
free, 0,5mL de Primer Forward (10mM), 0,5mL de Primer Reverse (10mM),
0,75mL de MgCI2 50mM, 0,5mL de dNTP 10mM, 2,5mL de 10X Tampéao de PCR,
0,3mL de Platinum™ Taq DNA Polimerase e 2mL de DNA da amostra extraida.

A etapa de amplificacdo consistiu em uma desnaturacao inicial a 94°C por
5 minutos, seguida por uma desnaturacao a 94°C por 30 segundos para separar
as fitas de DNA. Em seguida, ocorreu a etapa de anelamento a 60°C por 45
segundos, durante a qual os primers se ligaram as sequéncias alvo especificas.
A extensdo do DNA foi realizada a 72°C por 45 segundos, permitindo que a Taq
polimerase sintetizasse novos filamentos de DNA complementares. ApGs os 40

ciclos de amplificacdo, uma extenséao final foi conduzida a 72°C por 5 minutos para
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completar a sintese do DNA. Por fim, a amostra foi mantida em espera a 4°C por
tempo indeterminado.

Todos os produtos da reacao de PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose e tampao TAE 1%, corado com brometo de etidio e visualizado em

transiluminador UV, como descrito no item 4.7.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Deteccado de PCV2 e PCV3 em amostras de soro e fluido oral

O soro é a amostra mais comumente utilizada para a detec¢édo do genoma
viral do PCV2, no entanto, coleta de sangue é um meétodo invasivo, que gera
estresse nos animais, além de ter que ser feita a coleta de alguns animais na
mesma baia para haver representatividade para o diagnostico da infeccéo. Ja o
fluido oral € uma amostra coletada de forma n&o-invasiva, sendo mais facilmente
obtida em uma populacédo de suinos, permitindo um monitoramento de rebanho
mais frequente e com uma maior representatividade da circulacdo de
determinados patdgenos no rebanho (OLIVER-FERRANDO et al., 2016).

A deteccdo do PCV3 pode ser realizada utilizando diversas amostras,
conforme evidenciado em estudos anteriores. Dentre essas amostras destacam-
se o soro e fluido oral (SAPORITI et al., 2021), bem como fetos abortados, leitdes
mumificados, recém-nascidos e nascidos mortos (Palinski et al., 2017; Fu et al.,
2018; Arruda et al., 2019; Dal Santo et al., 2020), além de tecidos como pulmao,
linfonodos e baco (SARAIVA et al., 2019) e tonsilas (Wang et al., 2020).

Os resultados obtidos neste estudo sobre a detec¢cdo do genoma viral de
PCV2 e PCV3 estao estratificados em tabelas resumidas que diferem de acordo
com ordens de parto, fases de producédo e tipo de amostra analisada. Eles foram
expressos em copias de DNA/mL de soro ou fluido oral. O monitoramento da carga
viral € um indicador tanto de infeccdo ativa quanto persistente, fornecendo
informagdes importantes para acompanhar o progresso da infeccédo (MACKAY,
2002).

A Tabela 5 apresenta resultados de quantificacdo de copias gendmicas
para PCV2 e resultados qualitativos de PCV3 nas nove granjas amostradas, de
acordo com o tipo de amostra (soro ou fluido oral) e de acordo com a categoria

animal.
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Tabela 5: Resultados segregados por granjas analisadas e tipos de amostra,

abrangendo as fases de creche, recria e engorda (CRE), além do soro de matrizes

suinas (M).
Tipo de Copias Copias Copias Copias
Granja amostra gendmicas 27 gendmicas gendmicas gendmicas PCV3
-PCV2  2-5-PCV2 6-PCV2 <1-PCV2
13,33% 86,67%  40%
[0) ! [0) !
Gl SoroM 0% (2/15) 0% (13/15)  (6/15)
Soro o 24,14% 0% 75,86%  3,45%
CRE ° (7/29) ° (22/29)  (1/29)
i 0]
Fg*::f 16,67% (1/6) 8?5’2)/" 0% 0% 0%
100% 6,67%
[0) [0) [0) !
G2 Soro M 0% (15/15) 0% 0% (1/15)
48,39%  19,35% 12,90%  3,23%
0 ) i) i) i)
Soro 19,35% (6/31) 1539 (6/31) 4/31)  (1/31)
Fluido 33,33% 16,67
0, 0, ! 0 !
oral | B6:67% (4/6) 0% (26) 0% o (1)
G3 SoroM 0% 80% (12/15) 0% 20% (3/15) 0%
Soro 41,94%  16,13%  22,58%  9,68%
0 ) i) i) i)
cre 1935%(6BL 40 (5/31) (7/31)  (3/31)
Fluido 66,67%  16,67%
16,67% (1 ! ! % %
Oral 6,67% (1/6) (4/6) (1/6) 0% 0%
6,67% 93,33%
[0) ! [0) ! 0,
G4  SoroM 0% (115) 0% ains 0%
Soro 46,67% 3,33% 36,67%  3,33%
13,33% (4/30 ! ! ! !
CRE 6(4130)  (14/30) (1/30) (11/30)  (1/30)
Fluido 50% 50%
% % %
Oral (3/6) 0% (3/6) 0% 0%
60%
G5 SoroM 0% 0% 40% (6/15) 0%
oro 0 (9/15) 0 o ( ) ()
21,88
Soro 46,88% 3,13% ’
0% ! ! 50% (16/32) %
CRE 15/32 1/32
( ) (1/32) (7/32)
Fluido 16,67
[0) 0, [0) 0, !
Oral 0% 0% 0% 100% (6/6) ' 1 69
33,33% 66,67%
[0) ! [0) ! 0,
G6  SoroM 0% (5/15) 0% aons 0%
0 [0)
Soro 0% 39,39% 0% 60.61% o

CRE (13/33) (20/33)
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Fluido 0% 0% 0% 100% (6/6) 0%
Oral
5,88% 94.,12%
0 ! 0, ! 0,
G7 SoroM 0% 1) 0% a0
Soro 76,67% 23.33%  20%
0, ! 0, !
CRE 0% (23/30) 0% (7/30)  (6/30)
Fluido 83,33% 16,67%
[0) ! [0) ! 0,
Oral 0% (5/6) 0% (1/6) 0%
6,25% 93,75%  37,5%
0 ) 0 i) i)
G8  SoroM 0% (1/16) 0% (15/16)  (6/16)
Soro 100%  10%
[0) 0, [0)
CRE 0% 0% 0% (30/30)  (3/30)
Fluido 83,33%  16,67% 50%
0 ! ! 0
Oral 0% (5/6) (1/6) 0% (3/6)
40% 40%
0, 0, 0,
G9  SoroM 0% 6/15) 0% 60%(9015) o
Soro 87,10% 12,90% 20
CRE 0% (27/31) 0% (4/31) %
(4/31)
Fluido
0% 0% 0% 100% (4/4) 0%
Oral
10,71
otal 5,35% 42,40% 4,28% 4797% %
(25/467)  (198/467)  (20/467)  (224/467) (50/46
7)

Soro M: Soro de matrizes
Soro CRE: Soro das categorias creche, recria e engorda/terminacéo

A tabela 5 apresenta resultados de positividade para PCV2 com copias
gendbmicas 27 e PCV3 nas nove granjas amostradas, de acordo com o tipo de
amostra (soro ou fluido oral) e de acordo com a categoria animal, observamos que
a granja G2 teve maior propor¢cao de amostras consideradas positivas para PCV2
em amostras de soro (19,35%) e fluido oral (66,67%) seguida por G4 e G3,
indicando uma maior probabilidade de apresentacédo de sinais clinicos associados
a infeccdo por PCV2 nestas granjas, além de altera¢des nos indices produtivos
dos animais, como GPD e taxa de conversédo alimentar. As granjas G5, G6, G7,
G8 e G9 nao apresentaram copias genémicas 27 para PCV2 e tiveram uma
propor¢do maxima de animais com namero de copias genémicas 6 de 16,67%
detectada apenas em amostras de fluido oral. Por outro lado, G7, G8 e G9 tiveram

uma maior proporgédo de animais considerados subclinicos, sendo de 2 a 5 0
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namero de copias gendmicas.

Quanto ao PCV3, a granja G8 apresentou uma proporgao
significativamente maior de amostras positivas em fluido oral (50%) do que em
soro (10%). Curiosamente, as amostras de fluido oral mostraram uma menor
positividade para PCV3 em comparacdo com PCV2, como observado nas granjas
G1, G2, G4, G7 e G9, onde ndo houve deteccdo de positividade para PCV3, a
granja G6 nao apresentou positividade para o PCV3 em nenhum tipo de amostra
analisado, sendo considerada negativa para este virus. A prevaléncia de animais
positivos variou entre as granjas, com algumas mostrando taxas mais altas de
amostras positivas. Observamos a presenca do PCV3 na regido da Zona da Mata
Mineira, exceto na granja G9, onde nédo foram detectadas amostras positivas para
0 virus.

Os resultados quantitativos das porcas classificadas por granja séo
apresentados no Grafico 1.

Gréfico 1: Resultados das amostras consideradas positivas por PCR de soro de
matrizes para PCV2 e PCV3, classificados por granja.

Resultados de soro de matrizes amostradas por granja.
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B Copias gendmicas 27 M Copias gendmicas 2-5 M Copias gendmicas 6 B Cdpias gendmicas <1 M PCV3

A presenca de infec¢do considerada subclinica por PCV2 em matrizes &
relevante em cinco das nove granjas, ou seja, matrizes com numero de coOpias

gendbmicas entre 2 e 5, embora as taxas variem consideravelmente entre elas. A
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maioria dos casos de infeccdo subclinica por PCV2 é observada em granjas
especificas, como G2 (100%), G3 (80%) e G5 (60%). Esses resultados sugerem
gue diferentes fatores como praticas de manejo, protocolos de vacinagdo e
medidas de biossegurancga, podem influenciar na disseminagao e no controle do
virus em diferentes ambientes de producdo (Madec et al., 2000; Rose et al., 2012;
Patterson et al., 2015). No entanto, granjas como G1 (86,67%), G4 (93,33%), G7
(94,12%) e G8 (93,75%) demonstraram alta negatividade, com o numero de
copias gendmicas <1.

Apesar de menos prevalente em comparacéao ao PCV2, o PCV3 demonstra
uma presenca mais notavel nas granjas G1 (40%), G8 (37,5%) e G9 (40%), sendo
gue quatro das nove granjas amostradas, foram positivas para este virus. Essa

variacao pode refletir diferentes niveis de exposicéo e susceptibilidade ao virus.

Gréfico 2: Resultados de amostras de soro consideradas positivas para PCV2 e
PCV3 nas porcas amostradas, agrupadas pela ordem de parto.

Resultados de PCV2 e PCV3 de acordo com a ordem de

pa rto
80.00%
70.00%
71.74%
0,
60.00% % %
50.00% 5
40.00% 4 2
3 %
30.00%
.26
0,
20.00% ) %
10.00% 1 1 %
1709
0.00%
Copias gendmicas Copias gendmicas Cdpias gendmicas 6 Copias gendmicas PCV3
>7 2-5 <1

Hle2 H3e4 >5 M Total

OP: Ordem de parto

Matrizes com ordens de parto mais altas (>5) apresentaram uma proporgcao

maior de resultados considerados negativos para o PCV2 (71,74%) em
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comparacao com as matrizes com ordens de parto mais baixas (1-2 e 3-4) com
55,32% e 60% respectivamente, como detalhado no Grafico 2.

Provavelmente, isso se deve a exposicao prévia ao antigeno, seja por meio
de imunizacgao e/ou pela producao de anticorpos resultantes de infec¢cdes ao longo
da vida da matriz. No entanto, nao foi realizada sorologia para identificar o status
sorolégico das matrizes, para determinar as subpopula¢gBes sorologicamente
diversas de marras/porcas de cada rebanho. Essa observacdo sugere que
matrizes mais velhas provavelmente possuem uma resposta imune humoral e
celular mais robusta, resultante da exposicdo a uma maior variedade de
patdogenos ao longo de suas vidas, o que contribui para uma resposta imune
potencialmente mais eficaz. Além disso, a presencga dessas matrizes no rebanho
pode atuar como um tampéao imunologico, reduzindo a disseminacao de infec¢des
e protegendo animais mais jovens. O equilibrio entre o descarte de matrizes mais
velhas e a introducdo de leitoas é crucial para manter a estabilidade enzootica,
pois descartes excessivos podem comprometer o status sanitario sanidade do
rebanho.

No entanto, matrizes com ordens de parto mais baixas apresentaram uma
proporcdo maior de resultados com numero de copias gendmicas mais baixos,
sugerindo infec¢Bes subclinicas. A ocorréncia de infec¢des subclinicas s6 podem
ser detectada por meio de diagnéstico laboratorial, que deve ser feito com relativa
frequéncia nos rebanhos, para propiciar um melhor manejo sanitario, com impacto
positivo na prevencdo e no controle de doencas no rebanho. N&o foram
identificadas neste estudo matrizes com carga viral sugestivas de doenca clinica
ou de suspeitas de doenca clinica causada por PCV2 em nenhuma das ordens de
parto analisadas.

E importante notar que a positividade para o PCV3 ndo segue
necessariamente a mesma tendéncia relatada para o PCV2, observando-se
algumas variacoes entre as diferentes ordens de parto, com maior proporcgéo de
positividade em matrizes com ordens de parto mais baixas (1-2 e 3-4), e com
prevaléncia maior em matrizes de 3 e 4 partos (22,22%) (Gréfico 2). O manejo
sanitario e a saude geral das matrizes variam conforme a idade e o numero de
partos, assim como o status sanitario do rebanho e os patdgenos presentes na
granja. Outro fator que poderia explicar essa diferenca entre a frequéncia de

infecgbes por PC2 e PCV3 em matrizes de diferentes ordens de parto seria ligado
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a aspectos epidemioldgicos da infeccdo do PCV3, que ainda sao desconhecidos,
em grande parte, por se tratar de um patégeno emergente.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados das analises de PCR para
detecdo de PCV2 e PCV3, tanto em amostras de soro, quanto em amostras de
fluido oral, nas trés fases de crescimento amostradas (creche, recria e

terminagé&o).

Tabela 6: Resultados das analises de PCR para detecédo de PCV2 e PCV3, por

tipo de amostra analisada, em cada categoria animal.

Cépias Cépias Cépias Cépias
Categoria Tipo de gendbmicas gendmicas gendmicas gendmicas PCV3
Animal  amostra 27 2-5 6 <1
-PCV2 -PCV2 -PCV2 - PCV2
Creche Soro 1,02% 54,08% 1,02% 43,88% 11,22%
(1/98) (53/98) (1/98) (43/98) (11/98)
. 38,89% 22,22% 38,89%
Creche Fluido Oral 0% (7/18) (4/18) (7/18) 0%
Recria Soro 5,49% 38,46% 6,59% 49,45% 2,20%
(5/91) (35/91) (6/91) (45/91) (2/91)
. . 22,22% 44,44% 33,33% 11,11%
Recria  Fluido Oral (4/18) (8/18) 0% (6/18) (2/18)
Engorda Soro 11,36% 44,32% 6,82% 37,5% 14,77%
(10/88) (39/88) (6/88) (33/88) (13/88)
Engorda Fluido Oral 31,25% 25% 18,75% 25% 11,54%
(5/16) (4/16) (3/16) (4/16) (3/16)
7,60% 44,38% 6,08% 41,95% 9,42%

Total -

(25/329)  (146/329)  (20/329)  (138/329)  (31/329)

Na fase de creche, foi observada uma menor proporcao de animais com
copias gendmicas 27, considerados positivos para PCV2, em comparacdo com a
fase de recria e engorda. No entanto, a taxa de animais com o niumero de cépias
genbmicas 6, sendo suspeitos para a doenca, foi alta em amostras de fluido oral,
sugerindo uma possivel exposicao ao virus nessa fase. Ja nas fases de recria e
engorda, as taxas consideradas positivas para PCV2 foram mais elevadas,
guando detectadas através das amostras agrupadas, indicando uma maior
prevaléncia do virus nesses estagios de desenvolvimento.

A analise dos dados destaca uma menor positividade (cépias gendmicas

27) de PCV2 na fase de creche que pode ser atribuida a imunidade pos-vacinal
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conferida pela vacinacédo rotineira contra o PCV2. No entanto, a alta taxa de
animais suspeitos, com numero de copias genébmicas 6 nesta fase sugere uma
possivel exposicao ao virus, ressaltando a importancia da vigilancia continua e do
monitoramento precoce para detectar sinais de reemergéncia ou falhas na eficacia
da vacinacéo.

Uma parcela significativa das amostras em todas as fases de produgao e
tipos de amostras sao classificadas como subclinica para PCV2, com coépias
gendmicas entre 2 e 5. Isso sugere que 0s animais estdo infectados, porém
assintomaticos, o que indica uma resposta do sistema imunoldgico destes
animais, estimulado pela vacinacdo e/ou de forma ativa, apés contato com virus
circulante nas granjas, reduzindo a possibilidade de ocorréncia de doenca clinica,
diminuindo o surgimento de sinais clinicos evidentes (SAPORITI et al., 2021).

Os dados da literatura sugerem que as vacinas contra PCV2 diminuem a
incidéncia de doenca clinica, mas ndo impedem a infeccéo pelo virus nos animais
vacinados (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; SAPORITI et al., 2021).
Animais com baixa viremia apresentam menor SOroconversao e conseguem
diminuir o impacto da infeccdo viral, sem apresentar doencas associadas,
constituindo a forma clinica (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).

Na fase de engorda/terminacdo observou-se uma taxa de resultados
positivos com o numero de copias gendémicas =7 de PCV2, de 11,36% das
amostras de soro e de 31,25% das amostras de fluido oral. Essa carga viral
corresponde a maior probabilidade dos animais dessa faixa etaria apresentarem
doenca clinica em relacéo as demais fases de crescimento. E importante lembrar
gue as amostras de fluido oral sdo amostras agrupadas, representando diferentes
animais na mesma amostra, o que pode explicar a maior taxa de positividade.

Os dados levantados a respeito da vacinagado contra PCV2 nas diferentes

granjas amostradas sédo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Detalhes da vacinacéo contra PCV2 nas diferentes granjas amostradas.

Esquema de Esquema de Esquemade Atualizacdo de
Granja Vacina vacinagéao — vacinacdo — Leitoas vacinagdo— Boas Préticas
Leitdes (média) (média) Porcas (média) de Vacinacéo
Gl A 21 dias (1ml) NA NA <1 ano
G2 B 21 dias (0,5ml) NA NA <lano
. 150 dias ou 10 dias pOs-
>
G3 A 21 dias (1ml) 160 dias (1ml) parto (1ml) 5anos
. . 7 dias pés-parto
21 dias (2ml) e 150 dias (2ml) e .
- >
G4 ¢ 42 dias (2ml) 100 dias (2mly 2™ - ate sexto 1ano
parto
21 dias (2ml) e Recebe leitoaja 80 e 100 dias de
>
G5 D 42 dias (2ml) vacinada gestacao (2ml) > anos
26 dias apos a
. chegada na granja .
G6 AeC 40 d!as A(Lmi) e aplica a vacina A o0 d|~as de 1,5 ano
60 dias C (0,5ml) gestacéao (1ml)
(Aml) e
160 dias C (2ml)
G7 D 20 dias (2ml) 150 dias (2ml) 57 dias pos- >2 anos
parto (2ml)
G8 A 26 dias (1ml) 180 dias (1ml) nao vacina nao teve
21 dias (Iml) e . 7 dias pos-parto ~
E . 1 1ml L
G9 47 dias (1ml) 90 dias (1mi) - SO leitoa nao teve

IM: Intramuscular
NA: Dado nao disponivel

Dentre as nove granjas participantes deste estudo, quatro delas adotam
essa pratica (G4, G5, G6 e G9), administrando uma dose de vacina no dia do
desmame, em média aos 21 dias de idade, e uma segunda dose entre 42 e 47
dias de idade, como demonstrado na Tabela 7. A excecédo € a granja G6, que
adota o esquema de vacinacgéo aos 40 e 60 dias de idade. De acordo com estudos
anteriores, uma possivel explicacdo para a ado¢cao de protocolos de vacinacao
em idades diferentes pode ser devido a dinamica da circulacéo viral que ocorre
nesta granja (OLIVER-FERRANDO et al., 2016).

Embora todos os animais amostrados tenham sido vacinados contra o
PCV2, com diferentes vacinas comerciais ou protocolos distintos, observou-se
gue em sete das nove granjas amostradas ndo houve atualizacdo em boas
praticas de vacinacéo por um periodo superior a 1,5 ano, enquanto em duas delas

houve o relato de nunca terem recebido treinamento especifico para vacinagéo.



Proprietary

49

Esta constatacdo levanta questionamentos sobre a eficicia da vacinacéo e sugere
a importancia de reavaliar a qualidade dos procedimentos de vacinagao, bem
como revisar os protocolos de armazenamento e aplicacdo das vacinas.

A presenca de animais considerados subclinicos em uma populagédo de
suinos vacinados pode indicar uma aparente eficacia da vacinacdo na prevencao
da doenca clinica, no entanto, a avaliacdo cuidadosa da efetividade dessa
protecdo € essencial para garantir a saude e o bem-estar dos animais
(OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).

A frequéncia de PCV3 foi de 14,49% no total das amostras analisadas no
soro de matrizes, enquanto em amostras de soro e fluido oral de animais nas fases
de crescimento (creche, recria e engorda), registrou-se a frequéncia de 9,39% em
soro, e de 9,63% em fluido oral. Estes resultados estdo de acordo com estudos
recentes onde o PCV3-SD tem sido pouco diagnosticado em suinos de
crescimento até o momento (Arruda et al., 2019; Williamson et al., 2021). Ja o
PCV3-RD parece ocorrer com maior frequéncia (Arruda et al., 2019; Saporiti et
al., 2021; Williamson et al., 2021).

Resultados qualitativos oferecem dados importantes sobre a presenca e
distribuicdo deste virus nas diferentes fases de producdo, o que destaca a
necessidade de considerar o PCV3 como parte da vigilancia e do controle de
doengas juntamente com analises de dados zootécnicos especificos da granja.

Como mostrado na tabela 5, a granja G9 foi a Unica em que nao foram
detectadas amostras positivas para PCV3. Esta granja se destacou por apresentar
um maior nimero de medidas para melhorar sua biosseguridade, conforme
indicado pelos principais pontos analisados neste estudo, apresentados na Tabela
8. Esta maior preocupacao e cuidado com a biosseguridade pode ser o motivo
pelo qual o PCV3 néo foi detectado na granja, além de ser uma granja livre de

Mycoplasma spp.
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Tabela 8: Informacdes sobre biosseguridade das granjas amostradas no estudo,

com foco na entrada de pessoas e animais.

NUmero de

. Estacionam Embarcad Vazio Trocade Banho Aquisicdo de
Granja ?J?nrjgz ng ento perto ouro perto Sanitario  roupana na animais para
6km das baias das baias (visitantes) entrada entrada reposicao
Gl 2 nao sim nao sim nao bisavo
G2 5 nao nao nao nao nao marra
G3 5 sim sim nao sim nao bisavo
G4 2 sim sim nao sim nao NA
G5 1 sim sim nao sim nao marra
G6 3 nao nao sim sim sim avo
G7 2 sim nao nao sim nao avo
G8 3 nao sim nao nao nao avo
G9 2 sim sim nao sim nao marra

NA: Dado néo disponivel
Obs: Todas as granjas sao de ciclo completo em sitio Unico.

5.2. Genotipagem das amostras positivas para PCV2

No estudo, entre as 467 amostras coletadas e analisadas por qPCR para
PCV2, foram selecionadas 29 amostras com cépias gendmicas =7 para PCV2 no
gPCR, para genotipagem de PCV2, representando 6,2% do total. Estas amostras,
abrangendo tanto amostras de soro quanto de fluido oral, foram submetidas a
genotipagem para os trés principais genétipos de PCV2 circulantes em granjas
comerciais no Brasil e no mundo, sendo PCV2a, PCV2b e PCV2d.

A selecdo das amostras para genotipagem foi realizada com base em dois
critérios distintos. Foram escolhidas todas as amostras identificadas como
positivas para PCV2, com uma concentracdo de copias genémicas/mL igual ou
superior a 7. Além disso, as amostras com carga viral compativeis com suspeita
de doenca clinica ou como infec¢des subclinicas foram genotipadas quando
nenhum animal positivo foi identificado em uma determinada granja, garantindo a
inclusdo de pelo menos uma amostra de cada granja na genotipagem, com
excecao da Granja 9, que nao foi amostrada. Os resultados qualitativos obtidos

estdo demonstrados na Tabela 9.
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Tabela 9: Distribuicdo de amostras genotipadas e resultados para PCV2a,
PCV2b, PCV2d e coinfecc¢do entre PCV2d e PCV3.

Quantidade de

Categoria  Tipo de Amostras ~ PCV2a PCV2b  PCv2d  PCV2d + PCV3

Animal Amostra .
Genotipadas
Matriz Soro 6,90% (2/29) 0% 0% 0% 0%
Creche Soro 6,90% (2/29) 0% 0% 0% 0%
Fluido oral 0% 0% 0% 0% 0%
Recria Soro 13,79% (4/29) 0% 0% 50% (2/4) 0%
Fluido oral 17,24% (5/29) 0% 0% 40% (2/5) 0%
Engorda Soro 34,48% (10/29) 0% 0% 20% (2/10) 0%
Fluido oral 20,69% (6/29) 0% 0% 16,67% (1/6) 3,45% (1/29)
Total 100% (29/29) 0% 0%  24,14% (7/29) 3,45% (1/29)

Dentre as 29 amostras analisadas, sete foram identificadas como positivas
para o genotipo PCV2d, representando uma positividade de 24,1%. Dessas
amostras, trés foram coletadas do fluido oral durante as fases de recria e engorda,
enguanto as outras quatro eram de soro, também nas fases de recria e engorda.
As demais amostras apresentaram resultados negativos para os genétipos PCV2a
e PCV2b.

Cinco das 29 amostras apresentaram baixa viremia, com coépias
gendmicas/mL abaixo de 6. A negatividade na analise de genétipos era esperada,
uma vez que a carga viral era muito baixa para ser detectada. Além dessas cinco
amostras, outras 17, com copias gendmicas acima de 7, ndo foram positivas para
nenhum dos genoétipos analisados. Isso representa 70,83% destas amostras,
indicando uma possibilidade significativa de outros genoétipos ou possiveis
variantes do PCV2, sendo que até o momento foram descritos nove gendtipos do
PCV2, PCV2a-PCV2i (Wang et al., 2020). No Brasil, o genotipo PCV2c ja foi
detectado em amostras de suinos selvagens no Pantanal (FRANZO et al., 2015),
assim como na Dinamarca (DUPONT et al., 2008) e na China (Liu et al., 2016),
mas ainda ndo ha relatos de sua ocorréncia em rebanhos comerciais no Brasil.
Outros genotipos foram detectados na China, como PCV2e (FRANZO; SEGALES,
2018; XU et al., 2022) e nos EUA, como o PCV2i (Wang et al., 2020). Os demais
gendtipos, PCV2f, PCV2g e PCV2h, compreendem clados menores, presentes
em areas pontuais e presumivelmente de menor importancia (Xiao et al. 2012;
Sibila et al., 2021). Os gendtipos PCV2a, PCV2b e PCV2d estao distribuidos
mundialmente e sdo associados a impactos econémicos negativos nas

propriedades onde sao identificados, com o PCV2d atualmente sendo o mais
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prevalente (Franzo & Segalés, 2020).

A auséncia de deteccéo de PCV2a e PCV2b nas amostras genotipadas era
de certa forma esperada, pois 0 PCV2a e PCV2b estdo circulando com uma
prevaléncia reduzida em diversos paises (Wang et al., 2020). Essa menor
prevaléncia de circulacdo de alguns gendtipos tem sido descrita, principalmente
para o PCV2a, conforme evidenciado por estudos anteriores que relataram
mudancas na frequéncia de gendtipos circulantes (Karuppannan & Opriessnig,
2017; Opriessnig et al., 2020). O PCV2a era o gendtipo mais prevalente até
meados de 2003, até que houve uma substituicdo gradual para o genoétipo PCV2b
(Dupont et al., 2008; Segalés et al., 2013). Por outro lado, a detec¢cédo de PCVad
nas amostras positivas era esperada, considerando pesquisas recentes que
apontam o PCV2d como o0 gendétipo mais prevalente em importantes regides
produtoras de suinos, incluindo o Brasil (Xiao et al., 2015; Franzo et al., 2016;
Kwon et al., 2017).

Em um estudo desenvolvido no Brasil, ndo foi possivel detectar os
gendtipos PCV2a, PCV2b e PCV2d em 20,12% (67/333) das amostras. Neste
mesmo estudo, o maior nimero de amostras genotipadas foram oriundas de
animais das fases de recria e terminacdo (MIOTTO et al., 2023), assim como no
presente estudo, que contou com o maior numero de amostras genotipadas nas
fases de recria e engorda.

Estes achados ressaltam a importancia da vigilancia continua e da
caracterizacao genotipica abrangente do PCV2 em popula¢des suinas, visando
uma compreensao mais completa da epidemiologia e da evolugéo viral. Como
perspectiva futura, o sequenciamento pode ser uma opcdo devido a grande
variabilidade genética do virus,proporcionando uma visdo mais abrangente da
diversidade genética do PCV2 na populacao estudada, além de deteccéo precoce
de possiveis novas variantes, o que é fundamental para controle e prevencao

eficazes da doenca.

5.3. Coinfeccéo entre PCV3 e os diferentes gendétipos de PCV2

Conforme evidenciado na Tabela 9, entre todas as amostras com o0s
gendtipos analisados, apenas 3,45% (1/29) (4,17% quando considerado somente
as 24 amostras em que foi possivel determinar o genétipo de PCV2) apresentaram

uma coinfeccdo entre PCV2d e PCV3. E importante considerar que 70,83% das
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amostras genotipadas ndo demonstraram positividade para nenhum dos
genotipos ou variantes potenciais do PCV2. Deve ser levada em consideracéo a
possibilidade de que fazendas vacinadas com PCV2 podem ter uma menor
porcentagem de animais coinfectados (SAPORITI et al., 2020).

Este resultado alinha-se com a baixa frequéncia de coinfec¢cfes observada
na Europa entre PCV2 e PCV3, onde apenas 3% (16/624) dos soros testados por
PCR foram positivos para ambos os virus (SAPORITI et al., 2020). Nos EUA, um
estudo revelou uma taxa de coinfec¢cdo de 8,4% (76/910), principalmente em
amostras de soro e fluido oral (Wang et al., 2020). Na China, um trabalho realizado
em 2018 demonstrou uma coinfecgéo de 22,3% (17/76) entre o PCV2 e PCV3 (FU
et al., 2018). A frequéncia de coinfeccao entre o PCV2 e o PCV3 esta de acordo
com outros estudos publicados anteriormente, indicando padrdes de circulacao
independentes (Saporiti et al., 2020; Wang et al., 2020).

5.4. Avalicdo do fluido oral como amostra bioldgica para diagnéstico da
infeccdo por PCV2 e PCV3

Amostras de fluido oral apresentaram uma menor positividade para o
PCV3 em comparagdo com as amostras de soro. Embora o PCV3 tenha sido
detectado em fluido oral em apenas 3 das 8 granjas (uma granja foi considerada
negativa para este virus), a positividade geral no soro também foi baixa.
Considerando que as amostras de fluido oral sdo agrupadas, representando
diferentes animais na mesma baia, a carga viral pode ter sido menor, resultando
em nao positividade no teste.

Os resultados apresentados no presente estudo demonstraram
propor¢fes significativas de amostras consideradas positivas, subclinicas e
suspeitas na quantificacdo de copias gendmicas de PCV2 e na positividade em
amostras de PCV3 em de fluidos orais em algumas categorias animais. Esses
achados estdo de acordo com estudos anteriores que sugeriram que as taxas
positivas de PCV2 e PCV3 foram mais altas em fluidos orais em comparagéo
com soros, indicando a exposicao oral como a possivel via ativa de transmisséo
(OLIVER-FERRANDO et al., 2016; WANG et al., 2020). Portanto, os dados
apresentados estdo de acordo com dados da literatura, que mostram que a
utilizacdo de amostras de fluido oral € uma alternativa viavel e adequada para a

monitorar a circulacdo de PCV2 e PCV3 nas granjas, especialmente onde a
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coleta de sangue pode ser desafiadora ou estressante para os animais (Prickett
et al., 2008; Nielsen et al., 2018; Y. Wang et al., 2020).

6. CONCLUSOES

Este estudo forneceu uma visdo abrangente da prevaléncia de PCV2 e
coinfeccédo entre PCV2 e PCV3 em suinos de granjas amostradas na Zona da
Mata Mineira, destacando a importancia da vigilancia continua desses virus para
a saude suina. Os resultados revelaram uma alta incidéncia de infeccbes
subclinicas por PCV2, a predominancia do genoétipo PCV2d, e uma baixa
frequéncia de coinfeccdo com PCV3. Além disso, a utilizag&o de fluido oral como
uma alternativa eficaz para o diagnéstico foi confirmada, sugerindo uma
abordagem menos invasiva e estressante para os animais. Essas descobertas
oferecem informacBes para o desenvolvimento de estratégias de controle e
monitoramento dessas doencas em regifes geograficas de relevancia na

producéo suina, como a Zona da Mata Mineira.
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8. ANEXO
Anexo 1: Questionério abrangente aplicado aos produtores de suinos, enfatizando praticas de biosseguridade e vacinacao.
Granjas G4 G5 G6 G7 G8 G9
Distancia até granja mais
préxima (km) - via 7,3 4,2 4,2 9,9 6 0,95
estrada
NUmero _de granjas a um 5 1 3 5 3 5
raio de 6km
ciclo ciclo ciclo ciclo ciclo ciclo
Sistema de producdo completo - completo - completo - completo- completo- completo - completo - completo - completo -
anico sitio Unico sitio  Unico sitio  Unico sitio  Unico sitio  Gnico sitio anico sitio  Unico sitio  Unico sitio
Cerca viva ou Mata sim sim nao sim nao nao
Sinalizacao de proibicdo sim sim sim sim sim sim
de entrada
Estamon\amer!to proximo sim sim nao sim nao sim
as baias
Embarcadouro proximo sim sim nao nao sim sim

as baias
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Vazio Sanitario
(Exigéncia para nao nao nao nao nao sim nao nao nao
visitantes)
Livro de Visitas nao nao nao nao nao nao nao nao nao
Troca de roupa para . ~ . : : . . ~ .
. sim nao sim sim sim sim sim nao sim
entrada na granja
Banho para entrada na ~ ~ ~ ~ ~ . ~ ~ ~
i nao nao nao nao nao sim nao nao nao
granja
Presenca de outras
espécies animais na sim sim sim NA NA nao sim sim NA
granja
Utiliza de rodolavio e ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~
. nao nao nao nao nao nao nao nao nao
arcoluvio
Limpeza geral de
arredores frequente, sim nao sim sim sim sim sim sim sim
(entulhos e matos)
Ultimo treinamento de « «
<1 ano <lano >5anos >1 ano >5anos 1,5an0 >2anos nao teve nao teve

vacinagao
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Vacina d_e_ circovirose A B A c D AeC D A E
utilizada
21 dias 40 dias A 21 dias
Esquema de vacinacdo — 21 dias 21 dias 21 dias 21 dias 2ml) e (Iml) e 20 dias (2ml) 26 dias Aml) e
Leitbes (média) (aml) (0,5ml) (Aml) 2ml) e 42 dias 60 dias C (aml) 47 dias
(2ml) (0,5ml) (Aml)
26 dias apos
a chegada
. 150 dias na granja
Esquema de vacinagao — NA NA 1?%8'3;2” (2ml) e Eﬁgng aplica a 150 dias 180 dias 190 dias
Leitoas (média) 190 dias oa ] vacina A (2ml) (Aml) (Aml)
(Aml) vacinada
(2ml) (Amlb) e
160 dias C
(2ml)
. 7 dias p6s- 80e 100 . . .
Esquema de vacinagao — NA NA ég_dfzo parto (2ml) dias de 90(32{:5;0(9 5-7 dias pos- 30 vacina ! (;.II’?CS) pgg
Porcas (média) pOs-p - até sexto  gestacao 9 ¢ parto (2ml) park
(Aml) (Aml) leitoa
parto (2ml)
Correto
acondicionamento de nao nao nao sim sim sim sim sim sim

vacinas
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Retorno de frasco para . , . . ~ ~ : ~
. sim sim sim NA sim nao nao sim nao
conservadora/geladeira
Granja livre de ~ ~ ~ ~ ~ . ~ ~ ~
nao nao nao nao nao sim nao nao nao
Mycoplasma Hyo
sanitario,
Problemas clinicos _sem.
- : diagnostico .
prevalentes (nenhuma granja granja definido desafio
das granjas com estavel circoviros estavel (animais granja granja creche, sem granja granja
mortalidade considerada sanitariam e /manejo sanitariame ) estavel estavel diagnostico estavel estavel
com baixo i
alta >1,5% em nenhuma ente nte definido
desempenh
fase)
o na
creche)
Taxa de Paricdo (%) 95,57 NA 90,86 NA NA NA NA NA NA
Média de Nascidos total 17,59 NA 16,29 NA NA NA NA NA NA
Média de Nascidos Vivos 15,89 NA 14,82 NA NA NA NA NA NA
Taxa de 3,23 NA 2,28 NA NA NA NA NA NA

Mumificados/Parto (%)
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Taxa de N%,%TO”O/ Parto & 45 NA 673 NA NA NA NA NA NA
DesmamaF?;fopor Porca 37 68 NA 34,02 NA NA NA NA NA NA
Taxa de Mortalidade de - NA 6,35 NA NA NA NA NA NA
LeitGes Lactentes (%)
'Desmamados 14,7 NA 13,82 NA NA NA NA NA NA
relacionado ao desmame
ldade Media de 21 21 21 21 25 20 20 26 23
Desmame
MATERNIDADE -
Limpeza aparente do ok ok ok ok ok ok ok ok ok
ambiente
MATERNIDADE -
Maternidade Limpa e sim sim sim sim sim sim sim sim sim

Seca
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MATERNIDADE -
Maternidade tem mais
de 15 porcas/sala sim sim sim sim sim sim sim sim sim
(disseminacéo de
patégenos)
MATERNIDADE - Todos . . . . . ) ) . .
sim sim sim sim sim sim sim sim sim
dentro todos fora
CRECHE - Todos dentro . . . . . ) ) ) )
sim sim sim sim sim sim sim sim sim
todos fora
CRECHE - Limpeza do sim sim sim sim sim sim sim sim sim
ambiente e animais
CRECHE - Permite
contato dos animais sim sim sim sim sim nao sim nao nao
entre baias
CRECHE - Densidade . o . o . ) ) . )
sim nao sim nao sim sim sim sim sim

populacional adequado
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RECRIA - Todos dentro . . . . . ) ) ) .
sim sim sim sim sim sim sim sim sim
todos fora
RECRIA - Limpeza do . . . : : . . . .
) ST sim sim sim sim sim sim sim sim sim
ambiente e animais
RECRIA - Permite
contato dos animais nao nao nao nao sim nao nao nao nao
entre baias
RECRIA - Densidade sim sim sim sim sim sim sim sim sim
populacional adequado
TERMINACAO - Todos : : : : . . . . .
sim sim sim sim sim sim sim sim sim
dentro todos fora
TERMINACAO -
Limpeza do ambiente e sim nao sim sim sim sim sim sim sim
animais
TERMINACAO - Permite
contato dos animais nao nao nao nao nao nao nao nao nao

entre baias
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TERMINACAO -
Densidade populacional sim nao
adequado

sim

sim

sim

sim

sim

sim

REPOSICAO - Origem
dos animais (todos
oriundos de empresa de
genética)

bisavo marra

bisavo

NA

marra

avo

avo

marra

REPOSICAO -
Quarentena na entrada NA nao
de animais

NA




	O DNA total das amostras foi extraído e purificado, utilizando200mL de soro e 200mL de fluido oral centrifugado. Utilizou-se o kit Maxwell 16 Viral Total Nucleic Acid Purification ® (Promega, EUA).
	Inicialmente, procedeu-se a etapa de lise das células, para exposição do DNA, utilizando a solução de lise com proteinase K, com homogeneização com o auxílio de um vórtex. Posteriormente, para a purificação, essa solução foi transferida para o cartuc...
	Como medida de garantia de qualidade da extração, foram incluídos controles de amostras positivas e negativas durante cada extração, que depois foram submetidas ao teste de qPCR.
	A detecção e quantificação de cópias genômicas do PCV2 foi realizada nas amostras de soro e fluido oral por meio da técnica de PCR em tempo real (qPCR), segundo o protocolo desenvolvido por McIntosh e colaboradores (2009), tendo como alvo a ORF1 do P...
	Para o diagnóstico, foi utilizado o termociclador QuantStudio 1® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) em conjunto com um kit de PCR TaqMan® da Promega e reagentes específicos para detecção de PCV2, com a seguinte sequência de primers e sonda:...
	As reações de qPCR foram preparadas em um volume final de 20 mL, contendo 5,1mL de água nuclease-free, 0,8mL de Primer P1570 Forward (10mM), 0,8mL de Primer P1642 Reverse (10mM), 0,8mL P1591 Probe (5mM), 10mL de GoTaq® Probe qPCR Master Mix 2X, e 2,5...
	A amplificação ocorreu com a ativação da DNA polimerase GoTaq® a 95 C por 2 minutos. Em seguida, procedeu-se à etapa de desnaturação a 95 C por 15 segundos para separar as fitas de DNA, seguida pela etapa de anelamento e extensão a 60 C por 1 minuto....
	Os limiares de ciclo (Ct) foram automaticamente determinados pelo software do termociclador, utilizando a média dos resultados de duplicatas. Em seguida, os valores de Ct foram convertidos em cópias genômicas por mL utilizando uma planilha do Excel v...
	Os resultados obtidos estão representados em log do número de cópias genômicas/mL de soro, apresentados na Tabela 4.  Amostras com valores de cópias genômicas inferiores a 1 foram consideradas negativas, sendo este o limite de detecção do teste. Valo...
	A genotipagem para PCV2a, PCV2b e PCV2d, foi realizada em amostras positivas para PCV2 na reação de qPCR. A análise de genotipagem foi conduzida majoritariamente em amostras positivas no qPCR que apresentaram uma concentração de cópias genômicas/mL i...
	Para garantir a representatividade das nove granjas analisadas, foram genotipadas cinco amostras de granjas nas quais não foram detectados valores de cópias genômicas/mL iguais ou superiores a 7. Essas amostras incluíram resultados com 4, 5 e 6 cópia...
	O método para genotipagem das amostras positivas para PCV2 foi baseado no protocolo proposto por Kwon e colaboradores (2017), utilizando o kit Platinum™Taq Polimerase® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), com o termociclador Veriti (Applied ...

