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Introducéo

O circovirus tipo 2 (PCV2) é responsavel por diversas
manifestacoes clinicas, dentre as quais destaca-se a
SCS. Na érea reprodutiva, o PCV2 pode provocar
natimortos, mumificados e nascimento de leitdes
fracos.

Essa enfermidade ocorre de forma endémica na
maioria dos paises que produzem suinos de maneira
industrial, incluindo o Brasil. Atualmente é a doenca
de maior impacto econémico a suinocultura mundial.
No Brasil, foi diagnosticada no ano 2000 e desde
entao disseminou-se nas principais regioes produtoras
de suinos. Ademais, o PCV2 provoca
imunodeficiéncia nos suinos, tornando-os mais
susceptiveis a outras infeccdes, o que aumenta o uso
de antimicrobianos.
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Até 2007, no Brasil, os esforcos para controle da
sindrome eram basicamente em melhorias na nutricao
e na implementacdao de medidas globais de controle,
baseado na correcao de fatores de risco. Porém, na
maioria dos rebanhos, por questdes estruturais das
granjas, ndo se consegue corrigir muitos dos fatores
de risco envolvidos com a manifestacao da doenca.
Dai a necessidade de se dispor de medidas
imunoprofilaticas eficazes. A Circovac’ foi a primeira
vacina contra circovirose liberada no Brasil, no
segundo semestre de 2007, indicada especificamente
para imunizacdo passiva dos leitdes através da
vacinacao das porcas. Atualmente, outras trés
vacinas recomendadas para leitdes, também, foram
liberadas ou estao em processo de liberacao.
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Este estudo foi realizado para avaliar a eficiéncia da
Circovac® no controle da sindrome da circovirose
suina (SCS), causada pelo PCV2, em condicdes de
campo.

Teste realizado

Selecdo das Granjas

Antes de iniciar o experimento foram analisadas oito
granjas com o objetivo de selecionar trés que
atendessem os critérios de ocorréncia da SCS no
rebanho e concordancia do produtor em realizar o
teste. Para ser incluida no estudo, a granja deveria
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apresentar suinos com quadro clinico da SCS e taxa
de mortalidade acima de 5% na creche e
crescimento nos dados histéricos dos Ultimos 6
meses.

A comprovacao da doenca foi realizada pela
presenca de leitdes com sintomas da SCS, pela
constatacao de lesbes macro e micro de adenopatia
e deplecao linfoide acentuada e pela identificacao de
grande quantidade de antigeno do PCV2 por
imunoistoquimica (IHQ) nas lesdes dos linfonodos
(Fig. 1A-D). Apés, seguiu-se a confirmacao pela
técnica de PCR em tecidos linfoides.

Foto: Nelson Morés

Foto: Nelson Morés

Fig.1. A: Sinais clinicos de definhamento no inicio de crescimento (seta); B: Hipertrofia e edema dos linfonos
mesentéricos (setas); C: Deplecao linfoide e infiltracdo de histiécitos no linfonodo mesentérico; F:
Imunoistoquimica do linfonodo mesentérico positiva (cor marrom) para o PCV2.

Das oito granjas avaliadas, trés (A, B e C) atenderam
os requisitos do teste e foram selecionadas para
realizacdo do estudo, sendo uma de porte
empresarial de alta tecnologia (Granja A - 3.400
matrizes), uma de porte médio (Granja B — 450
matrizes) e outra de porte familiar com baixo uso de
tecnologia (Granja C — 200 matrizes). No total
foram utilizadas 171 porcas com suas leitegadas,

sendo 99 da granja A, 36 da granja B e 36 da granja
C. O estudo procurou ao maximo nao interferir no
manejo, nutricdo, intervencdes medicamentosas e
demais procedimentos empregados nas granjas.
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Identificac6es dos animais

As porcas incluidas no experimento foram
identificadas (brinco ou mossa) por ocasiao da
primeira dose de vacina e os leitdes (brincos) ao
desmame. Os brincos utilizados nos leitdes eram de
cores diferentes, diferenciando entre grupo vacinado
e controle. Dois leitdes de tamanho médio por
leitegada foram selecionados ao acaso para avaliacao
do perfil sorolégico e receberam brincos de cores
diferentes de seus tratamentos. Portanto, ao todo,
quatro cores de brinco foram utilizadas.

Tratamentos
Foram testados dois tratamentos nas trés granjas:
* T1: Controle — porcas vacinadas com salina estéril no
lugar da vacina.
e T2: Vacinada — porcas vacinadas com Circovac®,
conforme esquema abaixo.

Vacinacao

As porcas do T2 receberam a vacina Circovac® por
via intramuscular duas vezes, com 3 semanas de
intervalo, sendo que a segunda dose foi feita pelo
menos duas semanas antes da data prevista do
parto. As porcas Controle receberam somente
solucao salina fisiolégica no mesmo esquema e dose
de aplicacao da vacina.

Foram realizadas avaliacdes da reacdo a vacina 24 e
72 horas apés as aplicacdes (nas 1?2 e 2% doses), tais
como apatia, anorexia, vomito, febre (acima 39,5),
presenca de nédulo palpavel com edema, calor e
vermelhiddao e formacao de nédulo (granuloma) no
local da injecao.

Pesagem
Os leitoes foram pesados ao desmame, na saida da
creche e final da fase de crescimento.

Titulo de anticorpos sangiiineos para PCV2
O sangue das porcas foi colhido na primeira e
segunda aplicacao da vacina ou placebo e no
desmame. Nos leitdes foram feitas trés coletas de
sangue de dois leitdes por leitegada, sendo a 1° no
desmame, 2° na saida de creche e a 3° no final da
fase de crescimento. O titulo de anticorpos
sanglineos para o PCV2 foi medido por
imunocitoquimica (adaptado de Gava et al., 2005).

DNA e carga viral (PCV2) nas fezes das
porcas

Amostras de fezes das porcas (aproximadamente
20g) foram colhidas (com o auxilio de um saco
plastico estéril para cada fémea) entre 1 a 5 dias
ap6s o parto. Em seguida foram colocadas em sacos
plasticos estéreis e armazenadas imediatamente em
—20°C para posterior avaliacao virolégica. A
extracao do DNA viral nas fezes das porcas foi
realizado conforme protocolo da SIMBIOS (Porto
Alegre, RS) e sua deteccao através da técnica de
nested-PCR descrita por Kim et al. (2001).

A quantificacado da carga viral (PCV2) nas fezes foi
realizada pela técnica de PCR em tempo real,
conforme Olvera et al. (2004). O limite de deteccao
da técnica (LOD) foi calculado pelo teste Probit e
definido como:
e 4.500 virus/mL - com 95% das repeticdes com
resultados positivos; e
e virus/mL — com 50% das repeticoes com resultados
positivos.

Acompanhamento das porcas por ocasido
do parto

Uma ficha de acompanhamento do parto foi
preenchida com os dados da porca e resultado do
parto (nascidos vivos, natimortos e mumificados).

Exame clinico nos leitdes

Os leitdes foram examinados clinicamente no
desmame, saida de creche e final do crescimento,
sempre por dois veterinarios da Embrapa. Eram
avaliados aspectos clinicos baseados nos sinais de
enterites (diarréia), problemas respiratérios (tosse e
dispnéia) e sinais de definhamento. Além disso,
sinais de palidez/ictericia e presenca de
xifose/lordose também foram monitorados.

Exame dos leitdes mortos

Os suinos mortos até a terceira pesagem foram
necropsiados para exame macroscopico e colheita de
amostras para exames histolégico e de IHQ para
PCV2, seguindo-se os procedimentos operacionais
padroes recomendados pela Embrapa Suinos e Aves
para estas técnicas.

Os fragmentos de tecidos fixados em formol 10%
tamponado (linfonodos, baco, rins, pulmao, figado e
timo) foram processados para avaliacao
histopatolégica de rotina. Para exame de IHQ, os
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linfonodos, baco e timo foram processados pelo
método de inclusdo em parafina e testados pela
técnica de coloracao extravidina-biotina-peroxidase
em coelho contra a proteina codificada pela ORF2
(ExtrAvidin Peroxidase Staining Kit® - Sigma E-
8386), utilizando-se anticorpo policlonal produzido
(capsideo) do PCV2 (gentilmente cedido por David
Driemeier - Universidade Federal do Rio Grande do
Sul).

Andlise estatistica

A andlise dos dados de desempenho foi realizada
através da andlise de variancia para o modelo
considerando os efeitos de granja e tratamento, para
as variaveis: ganho de peso diario na creche e no
crescimento.

A anélise dos dados de sinais clinicos compativeis
com a circovirose, de mortalidade e dos resultados
do exame de nested PCR para PCV2 nas fezes, foi
realizada através da analise de regressao logistica,
considerando os efeitos de granja e tratamento.

Os titulos de sorologia para PCV2 pela ICQ foram
transformados em logaritmo na base 2, para obter
uma distribuicao normal dos dados, e analisados

utilizando-se a teoria de modelos mistos para
medidas repetidas, considerando os efeitos de
granja, tratamento, periodo de coleta e a interacao
entre os dois ultimos fatores, usando o PROC MIXED
do SAS (2003), conforme Xavier (2000). A estrutura
de matriz de variancias e covariancias usada na
andlise foi escolhida com base no menor valor do
Critério de Informacao de Akaike (AIC). O método de
estimacao usado foi o de maxima verossimilhanca
restrita.

Resultados obtidos

Na avaliacdo da seguranca e inocuidade da vacina
nao foram observadas reacdes adversas como morte
de porcas, abortos ou reacao no local da aplicacao.
As idades corretas em que foram realizadas as
pesagens, coleta de sangue e exames clinicos dos
leitdes foram em média 21 dias (desmame), 64 dias
(saida de creche) e 111 dias (final de crescimento).

Dados reprodutivos

Nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos nas variaveis reprodutivas avaliadas
(Tabela 1).

Tabela 1. Leitdoes nascidos vivos, natimortos e mumificados em cada tratamento.

Controle 10,81 0,30
Vacinado 11,24 0,48
Pr>F 0,3564

N&o apresenta diferenca estatistica (P <0,05) pelo teste F.

Sinais clinicos

Na Tabela 2 sdo apresentadas as freqiéncias e
porcentagens de animais com sinais clinicos
compativeis com a circovirose e o valor do teste de

x? associado a regresséao logistica. Nessas avaliacdes

foi observado diminuicao significativa dos sinais de

SCS em leitoes filhos de porcas vacinadas (p<0,05).

Na creche, a vacinacao das porcas reduziu os sinais
de definhamento e xifose/lordose nos leitdes; no
crescimento, além desses sinais, houve reducao dos
sinais respiratérios e entéricos (p<0,05).

0,1170

0,06 11,17
0,15 11,87
0,3161 0,1431
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Tabela 2. Sinais clinicos compativeis com circovirose na saida de creche e de crescimento em funcao dos
tratamentos.

Saida de Creche

Controle 736 19 (2.58) 3 (0.41) 1 (0.14) 1(0.14) 29 (3.94)
Vacinado 894 9 (1.01) 1(0.11) 11 (1.23) 2 (0.22) 15 (1.68)
Pr> 2 0.0048 0.2485 0.0308 -* 0.0071

Saida de Crescimento

Controle 702 48 (6.84) 16 (2.28) 1 (0.14) 13 (1.85) 20 (2.85)
Vacinado 851 10 (1.18) 1(0.12) 0 (0.00) 5 (0.59) 7 (0.82)
Pr> 2 <0.0001 0.0009 -* 0.0211 0.0036

* Néao foi aplicado o teste por causa da freqiiéncia nula ou quase nula nos dois tratamentos.

Mortalidade

A taxa de mortalidade, independente da causa, foi
menor (p=0,0802) no grupo de leitdes filhos de
porcas vacinadas, apenas na fase de crescimento.
Todavia, a mortalidade na creche e crescimento
(apenas naquela associada a circovirose), foi
significativamente reduzida (p=0,0212) no grupo de

leitdes de porcas vacinadas (Tabela 3). Nesta tabela,
observa-se também que a mortalidade total foi
aquém do esperado nos dois tratamentos. Alem
disso, no grupo vacinado houve problema de
colibacilose num lote e de pleuropneumonia noutro, o
gue nao aconteceu no grupo controle.

Tabela 3. Mortalidade de leitdes na creche e crescimento e suas causas.

Animais na Creche
Animais no crescimento
Mortalidade na Creche
Mortalidade no Crescimento
Mortalidade total

Causas das Mortes
Mortalidade associada a Circovirose
Polisserosite e ou broncopneumonia exudativa
Colibacilose ou doenca do edema
Torcao do mesentério
Pleuropneumonia
Autdlise, sem condicOes de exames
Septicemia bacteriana
Nao examinados

766
736
17 (2,22%)
16 (2,17 %)
33 (4,31%)

15 (1,96 %)
4 (0,52%)
1(0,13%)
5 (0,65%)
0 (0,00%)
3 (0,39%)
1 (0,13%)
4 (0,52%)

927
894
21 (2,27 %)
10 (1,12%)
31 (3,34%)

6 (0,65%)
5 (0,54 %)
7 (0,76%)*
1(0,11%)
4 (0,43%)**
2 (0,22%)
3 (0,32%)
3 (0,32%)

*Nesse lote houve um surto de colibacilose pés-desmame na Granja A, confirmado por histopatologia.
**Nesse lote houve um surto de pleuropneumonia na Granja B, confirmado no laboratério como sendo causada pelo Actinobacillus

pleuropneumoniae sorotipo 5.

Ganho de peso diario
Nao houve diferenca em ganho de peso diario

(GPD)

entre os lotes filhos de porcas vacinadas e o controle
na fase de creche. Na fase de crescimento houve

diferenca estatistica (p<0,0015) no GPD com

maior

desempenho para o grupo controle. E importante

observar que os casos de colibacilose e de

pleuropneumonia ocorridos na creche dos lotes

0,8070
0,0802
0,3462

0,0212

vacinados, provavelmente afetaram a mortalidade
total (Tabela 3) e o ganho de peso (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias e erros padroes das varidveis de desempenho em funcao do tratamento.

Peso Desmama (kg) 6,11 +£0,050
GPD Creche (g) 261+2,13
GPD Crescimento (g) 312+2,48

GPD: ganho de peso médio diério.

Anticorpos anti-PCV2

A Fig. 2 é uma representagao grafica dos titulos de
anticorpos para PCV2 por ICQ em soros das matrizes
aos 70 e 90 dias de gestacado e ao desmame, e dos
leitdes na desmama, saida de creche e final de

Matrizes

1200 -
=O—Controle

=& \V/acinado

1000 4

800 -

600

Titulo de anticorpos

400

200 A

70 dias gestacao 90 dias gestacao Desmame

Periodo

Fig. 2. Perfil sorolégico das porcas e leitdes por ICQ.

Eliminacdo de PCV2 nas fezes

Na Tabela 5 estao os resultados de deteccdao de DNA
do PCV2 por nested-PCR e PCR em tempo real em
amostras de fezes de porcas. Observou-se que a
deteccdao de DNA em fezes de porcas vacinadas foi
significativamente inferior que nas das porcas
controle. O teste de PCR em tempo real também foi
realizado para quantificar PCV2 nessas amostras.
Todavia, o nUmero de amostras positivas foi muito

Titulo de anticorpos

6,050,044 0,3791
264 +1,90 0,2489
302+2,21 0,0015

crescimento. As porcas vacinadas apresentaram
maior titulo de anticorpos anti-PCV2 no soro
(P<0,05) na segunda vacinacao e no desmame e
seus leitdes tinham maior titulo de anticorpos
(P<0,05) nas trés avaliacdes realizadas.

Leitdes

1200 1 —O—Controle

—a— Vacinado

1000
800 -
600 -
400 -

200 -

D —

Crescimento

Creche
Periodo

Desmame

pequeno. O teste usado tinha um limite de deteccao
(calculado pelo teste Probit) de 4.500 virus/mL —
com 95% de reteste com resultados positivos e
1.000 virus/mL — com 50% de reteste com

resultados positivos. Esses resultados sugerem que o

PCR em real usado aqui ndo é sensivel o suficiente
para detectar a quantidade de PCV2 presente nas
fezes.

Tabela 5. Porcentagens de amostras positivas para PCV2 por PCR nas fezes de porcas no puerpério.

Ndmero de amostras 80 93
Positivas por Nested-PCR 17 (21,25%) 6 (6,45%) 0,0039
Positivas na PCR em tempo real 1(1,25%) 2 (2,15%) p> 0,05

Conclusoes

Num ambiente contaminado com PCV2, a vacina
CIRCOVAC" reduziu os sinais clinicos e as mortes
associadas a SCS.

A vacinacao das porcas induziu aumento significativo
de titulos de anticorpos para PCV2 e reducéao da

quantidade de amostras de fezes positivas para
PCV2 em comparacao com o controle.

Anticorpos anti-PCV2 foram transferidos para os
leitdes via colostro e permaneceram elevados até a
fase final de crescimento, Ultima medida realizada.
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