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1. Introducao

A sindrome da circovirose suina €
causada pelo circovirus suino tipo 2
(PCV2), um virus patogénico para suinos
de elevada prevaléncia em criagées sui-
nicolas. Existem varias manifestacoes cli-
nicas desta infecgéo pelo PCV2, porém a
Sindrome do Definhamento Multisistémico
dos Suinos ou a Sindrome da Dermatite e
Nefropatia Suina (SDNS) e doencgas rela-
cionadas a falhas reprodutivas como abor-
tos, natimortos e mumificados sdo mani-
festacbes clinicas reproduzidas experi-
mentalmente com PCV2. O DNA de PCV2
ja foi detectado em sémen de machos sui-
nos infectados experimentalmente e tam-
bém em condicoes naturais através de
PCR-interna (reacdo em cadeia da polime-
rase — interna) por nés e outros autores.
Orgaos de cachacos infectados natural-

mente também abrigam o DNA de PCV2,
sugerindo que o macho suino infectado
representa um fator importante na dissemi-
nacdo do PCV2 dentro do plantel, princi-
palmente através de sémen infectado. Isso
sugere que o PCV2, assim como outros
virus de transmissao genital, pode infectar
células do sistema reprodutivo do macho,
manter uma produc¢ao viral eficiente capaz
de ser transmitido pelo sémen, infectar
fémeas e consequentemente levar a pato-
logia reprodutiva. O objetivo deste trabalho
foi diagnosticar a presenca de PCV2 em
amostras de sémen de machos suinos
oriundos de centrais de inseminacgao artifi-
cial (CIAs). Além disso, avaliar a duragéo
da positividade naqueles cachacgos positi-
vos, para a aplicabilidade de um protocolo
de testagem de PCV2 em CIAs.
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2. Material e Métodos

Amostras: foram utilizadas 304
amostras de sémen de 225 machos suinos
de 03 ClAs denominadas A (n=20), B
(n=109) e C (n=169), além de 6 amostras
de sémen de reprodutores suinos de uma
granja que utiliza monta natural (central D).
As propriedades estdo localizadas na re-
gido Sul do Brasil. A idade dos animais
avaliados variou de 171 a 1686 (média de
695,87) dias. O sémen foi obtido por co-
lheita manual, centrifugado a 12.000 rpm
por 30 segundos € o DNA do fluido semi-
nal (sobrenadante) foi extraido e purificado
pelo método de extracdo de DNA pelo
método da proteinase K.

Anadlises virologicas : PCR-interna

Para realizar a extracdo do DNA do
sémen as amostras foram digeridas por 18
h a 55°C em tampao TNE (10mM Tris,
1imM EDTA, 100mM NaCl) contendo 0,5%
SDS e 0,1 mg de proteinase K. O DNA foi
extraido duas vezes com fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico (25:24: 1), precipitado em
etanol (-20°C por 2 horas), lavados em eta-
nol 70%, seco e ressuspenso em tampao
TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0). O
diagndstico viroldgico foi realizado através
da técnica de PCR-interna utilizando se-
gUéncia de primers especifica para ampli-
ficar a sequéncia da ORF2 (fase aberta de
leitura 2) do DNA do PCV2 descritos ante-
riormente (Zanella et al, 2006).

Analises espermaticas: Uma amos-
tra do mesmo ejaculado de sémen foi ava-
liado quanto a motilidade e apds adicio-
nada ao formol citrato na proporcao de
1:200 para avaliacdo da morfologia esper-
matica. As avaliacbes de média e porcenta-
gem foram realizadas utilizando o progra-
ma Origin (Microcal Software, Inc).

3. Resultado e Discussao

Todos os machos estudados estavam
em boas condicées sanitarias, nao apre-
sentaram histérico de doenca clinica e es-
tavam sendo utilizados no fornecimento de
sémen, e/ou em treinamento.

Todas as ClAs (A, B, C) e granja (D)
avaliadas apresentaram amostras de sé-
men de cachaco positivas para PCV2, sen-
do 25% na central A, 20% na central B,
22% na central C e 50% na central D. Apés
a primeira colheita, os 14 machos das cen-
trais B e C, que resultaram positivos foram
recoletados 30 dias depois para avaliar se
ainda havia PCV2 no sémen destes cacha-
cos, porém das 14 amostras somente 6
continuaram positivas (Tabela 1). Na tercei-
ra colheita, seis amostras foram coletadas
e apenas duas resultaram positivas. Na
CIA C, 30 amostras foram recoletadas e
destas apenas 12 resultaram positivas. Isso
indica que os cachacos podem ter passado
por um periodo de viremia ou reativagao e
liberacao viral dependente de algum fator,
talvez estresse. Mesmo assim é importante
salientar que no total de 304 amostras tes-
tadas, 67 foram positivas, ou seja, 22%.

Tabela 1 - Resultados do teste de PCR-interna para detecgao de PCV2 em amostras de sémen suino das

centrais testadas.

CIA N total de Resultado da 1 Resultado da 2 Resultado da 3 Total de
amostras Colheita Colheita Colheita amostras
testadas | Positivos | Negativos | Positivos | Negativos | Positivos | Negativos | positivas (%)

A 20 5/20 15/20 NR NR NR NR 5/20 (25%)
B 109 14/89 75/89 6/14 8/14 2/6 4/6 22/109 (20%)
C 169 25/139 114/139 12/30 18/30 NR NR 37/169 (22%)
D* 6 3/6 3/6 NR NR NR NR 3/6 (50%)
TOTAL DE 304 47/254 207/254 18/44 26/44 2/6 4/6 67/304 (22%)
AMOSTRAS

- A propriedade “D” é um granja onde se utiliza monta natural.

NR = Teste Nao Realizado.
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Como ja reportado anteriormente por
nosso grupo, utilizando as técnicas de
PCR-interna e imunohistoquimica demons-
trou-se o PCV2 esta presente em 6rgaos
do aparelho reprodutor do cachacgo positi-
vo para PCV2 no sémen, como o testiculo,
préstata, epididimio, dentre outros, o que
indica que o virus pode estar persistente
em células nestes 6rgaos e talvez ser li-
berado destas células esporadicamente a
partir de estimulos. Além disso, o fato da
deteccdo do DNA de PCV2 de forma
esporadica e ndo continuada alerta que os
machos que resultaram negativos na pri-
meira colheita podem também ser positi-
vOs, caso a monitoria destas centrais fo-
rem feitas de forma rotineira, justificando
um estudo mais detalhado dos riscos que
essa positividade pode significar.

Os animais positivos nas centrais B e
C, eram mais velhos (p<0,05) do que os
animais  negativos, 417,3+4295,2 vs
675,8+222,7 dias de idade e 462,8+247,6
vs 760,9+365,6 dias de idade, para as
centrais A e B, respectivamente. A presen-
ca do PCV2 nas amostras de sémen, em
animais mais jovens, pode indicar inicial-
mente uma infecgdo recente destes ani-
mais nas CIAs, ou mesmo uma reativacao
do virus por algum mecanismo ainda des-
conhecido, talvez o estresse da rotina de
coleta, ou mesmo o manejo nas ClAs.

Quanto as avaliacdes de morfologia,
nao foram encontradas diferencas signifi-
cativas entre as amostras avaliadas des-
ses machos, indicando que o PCV2 nao
afeta a motilidade e a morfologia esper-
matica. Todos as amostras de sémen
apresentaram motilidade superior a 80%, o
que permitiria que as mesmas fossem utili-
zadas para o processamento, diluicdo e
inseminacao artificial.

4. Conclusoes

Neste trabalho o DNA de PCV2 foi
amplificado por PCR-interna em 22% das
amostras testadas, uma porcentagem sig-
nificativa das amostras de sémen de suino
adulto de CIAs, sem alteracdo na qualida-
de (motilidade e morfologia espermatica)

do ejaculado. Além disso, a eliminagéo do
PCV2 no sémen destes cachacos ndo é
intermitente, necessitando uma monitoria
freqiente dos cachacos destas ClAs. No
exame clinico nenhum animal apresentou
sintomatologia caracteristica de circovirose
suina.

5. Implicacoes

1. Neste trabalho o DNA de PCV2 foi am-
plificado em sémen de cachagos em
producdo, tornando assim um grande
risco para transmissao do agente da
circovirose suina através de sémen dis-
tribuido pelas centrais de inseminacao.

2. A PCR-interna é uma ferramenta para
testar o sémen de cachacos de cen-
trais e auxiliar no controle da circoviro-
se suina. “Pools” de amostras de sé-
men de trés machos poderdo ser en-
viadas ao laboratério para exame a
cada 6 meses.
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