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Téecnico

Introducao

As falhas reprodutivas na fémea suina estao entre as
principais razdes de descarte de matrizes e quedas
nos indices produtivos. Estas falhas podem ser divi-
didas em duas categorias. A primeira é representada
por agentes que causam infeccao sistémica ou pri-
maria no trato reprodutivo, responsavel por 30-40%
dos problemas reprodutivos. A segunda categoria
inclui as causas nao infecciosas, responsavel pelos
outros 60-70% dos problemas.
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A falta do conhecimento dos diferentes agentes
infecciosos envolvidos nas falhas reprodutivas gera
dificuldades na hora de se fazer um diagnéstico dife-
rencial e na escolha do material correto a ser enviado
ao laboratério para o diagndéstico definitivo. Portanto,
o objetivo desse trabalho de pesquisa foi identificar
os principais patégenos envolvidos em falhas repro-
dutivas que cursam com natimortos, mumificados,
invidveis e/ou abortados, aprimorar/padronizar téc-
nicas de diagndstico e definir quais sao os tecidos/
6érgaos de eleicdo para realizacao de exames labora-
toriais, no caso de suspeita de problema reprodutivo
infeccioso em uma granja.
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Causas infecciosas de problemas reprodutivos na producéo de suinos

Pesquisa desenvolvida

Durante 2009 e 2010 foram realizadas vaérias avalia-
coes em fetos abortados, natimortos, mumificados
e invidveis e em suas respectivas maes, envolvendo
232 fetos de 120 porcas e 27 rebanhos localizados
na regiao sul do Brasil. A selecao desses rebanhos
se baseou na presenca de problemas reproduti-

vos (taxas de natimortos ou mumificados elevadas
ou presenca de abortos). Em cada rebanho foram
selecionadas 3 — 5 porcas que tinham abortado ou
parido pelo menos dois natimortos, mumificados ou
leitdes invidveis. De cada uma dessas porcas, dois
fetos foram necropsiados e colhido materiais em
formol 10% tamponado para exames histopatolégico
e imunoistoquimica (IHQ) para circovirus suino tipo 2
(PCV2) e parvovirus suino (PVS) e em sacos pléas-
ticos individualizados sob refrigeracédo para pesqui-
sa de PCV2 e PVS por nested-PCR, dos seguintes
6rgaos: coracao, pulmao, encéfalo, figado, baco,
linfonodos mesentéricos e célon. Também, sempre
que possivel foi colhido liquido da cavidade toracica/
pulmao dos fetos para sorologia, por aspiracdo ou
por congelamento-descongelamento do pulmao.

Soro sanguineo das porcas, maes dos fetos amos-
trados, foi colhido entre 1 - 10 dias apds o parto.
Esse soro e o liquido toracico/pulmonar obtido dos
fetos foram utilizados para realizacdo de sorologia
para o Virus da Sindrome Reprodutiva e Respiratéria
dos Suinos (PRRSV), Virus da doenca de Aujeszky
(VDA), Virus da Peste Suina Cléassica (PSC), PVS,
PCV2 Brucella suis, Leptospira interrogans, Chla-
mydia sp., Erysipelothrix rhusiopathiae e Toxoplasma
gondii.

Para andlise estatistica dos dados foram utilizados os
testes de Qui-quadrado ou exato de Fisher, conforme
0 caso.

Resultados obtidos

Exames dos fetos — histolégico, IHQ e
nested-PCR

Dos 232 fetos avaliados, 149 (63,2%) eram natimor-
tos, 69 (29,2%) mumificados, 10 (4,2%) abortados
e 8 (3,4%) invidveis. Na Tabela 1 sdo apresentados
os resultados dos exames histoldégicos desses fetos.
Apenas 17,24% deles apresentaram alteracdes
histolégicas de natureza inflamatéria, em pelo menos

um dos 6rgaos avaliados, sugerindo a participacao de
um agente infeccioso como causa do problema. A le-
sao inflamatoéria observada com maior frequéncia foi
a miocardite, associada a infecgao por PCV2, confor-
me comprovado na IHQ (Figura 1). Muitos dos fetos
(37,93%) nao apresentavam alteracdes histologicas
nos érgaos avaliados ou tinham apenas alteragées
degenerativas no figado (37,93%). Tais alteracdes
no figado refletem um processo normal de autélise
do érgéo, devido ao tempo de morte dos leitdes.

Tabela 1. Resultados das avaliacdes histolégicas dos fetos
(total: 232 fetos)

Tipo de alteracdo N % % acumulada
Alteracdes inflamatérias 40 17,24 17,24
Hepatose 88 37,93 55,17
Sem alteracoes 88 37,93 93,10
N3 lizad

ao realizado ou em 16 6,90 100,00

autdlise

Figura 1. A - Coracdo de feto mumificado com miocardite;
B - Reacao de IHQ positiva para PCV2 do coracao de feto
mumificado
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Dos 232 fetos colhidos, trés foram perdidos e 229
foram submetidos ao exame de nested-PCR para
PCV2 e PVS. O PCV2 foi o mais frequente, com
34(14,8%) de fetos positivos, sendo 21/34 (61,8%)
natimortos, 08/66 (23,5%) mumificados, 04/10
(11,8%) abortados e 01/7 (2,9%) inviaveis. Dos
primeiros 169 fetos amostrados, os exames molecu-
lares para PCV2 (Figura 2) e PVS foram realizados
de forma isolada de cada 6rgao/tecido. O coracao,
os tecidos linféides (baco e linfonodos) e o tecido
nervoso foram os tecidos com ndmero maior de posi-
tividade (Figura 3).

= 225 pb

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1%. Deteccao de
PCV2 (1) Timo - feto 70; (2) Linfonodo inguinal — feto
84; (3) Linfonodo mesentérico — feto 84; (4) Linfonodo
submandibular — feto 84; (5) Baco — feto 86; (6) Cerebelo
— feto 86; (7) Cérebro — feto 86; (8) Medula — feto 86; (9)
Rim - feto 86; (10) Controle negativo 1 (dgua ultrapura);
(11) Controle negativo 2 (4gua ultrapura); (12) Controle
positivo (Fernandes et al., 2003b); (13) Marcador 100 pb
(Cenbiot®).
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Figura 3. Frequéncia de positividade para PCV2 por nested-
PCR nos diferentes 6rgaos dos fetos analisados (total 169
fetos avaliados).

Na Figura 4 estao os resultados do exame de

IHQ para o PCV2 nos érgaos/tecidos que foram
positivos no teste de nested-PCR dos 169 fetos
avaliados. Verifica-se que em todos os érgaos/
tecidos examinados, o exame de IHQ foi positivo
para esse virus sempre em menor nimero do que o
nested-PCR, provavelmente devido a diferencas na
sensibilidade dos testes. A maior semelhanca entre
0s exames realizados ocorreu no coracao e rim.

Coragéo Tecidos Pulméo Figado Cérebro Rim
Linféides

‘ 1 Orgaos positivos por nested-PCR B Orgaos positivos por IHQ ‘

Figura 4. Frequéncia de resultados positivos no teste IHQ
nos 6rgaos dos fetos positivos para PCV2 por nested-PCR

Com relacdo ao PVS1, apenas seis fetos dos 229
examinados (2,6%) apresentaram resultado positivo
na nested-PCR (trés fetos natimortos, um abortado e
dois inviaveis — Figura 5). Na sequéncia, foram feitas
vérias tentativas de padronizacado da técnica de

IHQ para o PCV, utilizando tecido pulmonar de feto
conhecidamente positivo, sem, no entanto, obter
resultado satisfatoério.

225 pb

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1%. Nested-PCR
de DNA plasmideal de clones de amostras positivas de
tecidos fetais para PVS1 (1, 2 e 3); (4) Marcador 100pb
(Amersham?®)
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Exames sorolégicos das porcas e do
liquido toracico/pulmonar dos fetos
Foram analisadas 120 amostras de soro de porcas
e 201 amostras de liquido toracico/pulmonar dos
fetos. Nos demais fetos (especialmente os mumifi-
cados pequenos) esse exsudato nao foi obtido. Vale
lembrar que entre os fetos amostrados ha animais
de diferentes tamanhos e fases de gestacdo, suge-
rindo uma relacao entre a fase de desenvolvimento
dos fetos com a producédo e deteccao de anticorpos,
devido a imunocompeténcia adquirida a partir de
determinada fase da gestacao.

Os resultados globais dos exames soroldgicos das
porcas e dos fetos estao na Tabela 2. Nenhuma das
120 porcas avaliadas apresentou anticorpos contra
os virus da PRRS, DA e PSC e contra a Brucella suis
e o Toxoplasma gonndi, indicando auséncia dessas
infeccOes nas porcas estudadas. Apenas 3 (2,3%)
e 16 (13,3%) das porcas apresentaram sorologia
considerada positiva para leptospirose e erisipela,
respectivamente.

Tabela 2. Resultados dos exames soroldgicos das porcas e do liquido toracico dos fetos para véarios agentes.

Neg.
PRRS Elisa NR
VDA Elisa NR
PSC Elisa NR
Brucelose AAT 201
Leptospirose MAL 201
Erisipela Elisa NR
Toxoplasmose Elisa 192

Pos. Neg. Pos.

NR 118 2*(1,66%)
NR 120 0

NR 120 0

0] 120 0

0] 117 3 (100-400) * *
NR 104 16 (13,33%)

9 (>1:32)** 120 0

*QOs fetos destas duas porcas foram testados por PCR e apresentaram resultado negativo. Uma destas foi recoletada, retestada apresentando sorologia negati-

va e outra foi descartada antes do reteste.

Embora tenha sido elevada a frequéncia de titulos de
anticorpos considerados nao vacinais para o PCV2

e PVS nas porcas, nao esta clara a relacao entre
esses titulos com a ocorréncia de fetos natimortos,
mumias, abortados ou inviaveis.

Todas as fémeas testadas para PCV2 apresentaram
reacdo positiva (Tabela 3), sendo 26,67 %
reagentes(+), 70% reagentes(+ +) e 3,33%
reagentes(+ + +). Dos fetos dessas fémeas 193
apresentaram reacdo negativa e apenas 3,98%
apresentaram-se reagentes(+).

Tabela 3. Resultados dos testes sorolégicos (IPMA) para circovirose em fémeas e fetos suinos

Porcas 0 (0%)
Fetos 193 (96,02%)

Na analise de correlacao pelo teste Qui-quadrado
entre titulos para PCV2 dos fetos e o tamanho dos
mesmos (comprimento > ou < = a 20 cm), obser-
vou-se nao existir dependéncia entre essas duas
variadveis (P = 0,92).

32 (26,67 %)
8 (3,98%)

84 (70%)
0 (0%)

4(3,33%)
0 (0%)

Na sorologia para leptospirose, da totalidade das
fémeas testadas, apenas 3 (2,5%) apresentaram
titulos considerados positivos (uma com titulo 1:100
para o sorovar L. grippotyphosa e duas com titulo
reagente 1:400 para o mesmo sorovar. Nenhum dos
fetos apresentou aglutinacao do liquido toracico nes-
te teste (Tabela 2).
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Andlises entre os resultados dos exames
realizados nas porcas e nos fetos

Para PCV2, nao houve relacédo (P>0,05) entre os
exames de nested-PCR de 6rgaos dos fetos com o
exame de ICQ do liquido toracico dos fetos (Tabela
4). Todavia, houve relacédo (P<0,05) entre nested-

-PCR dos fetos com o soro das porcas (Tabela 5),
sugerindo que a presenca de anticorpos nas porcas
protege os fetos contra infeccao pelo PCV2.

Tabelas 4. Resultados dos exames de nested- PCR e de ICQ para PCV2 dos 6rgaos e do liquido toracico dos fetos, respec-

tivamente

ICQ para PCV2 do Negativo
liquido toracico dos Positivo
fetos Total

P = 0,201 pelo teste exato de Fisher.

167 23 190
6 2 8
173 25 198

Tabelas 5. Resultados dos exames de PCR para PCV2 de 6rgaos dos fetos e de ICQ para PCV2 do soro das porcas

+
ICQ para PCV2 do ++
soro das porcas + + +
Total

P = 0,024 pelo teste exato de Fisher.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados so-
rolégicos para o PVS, categorizados em negativo,
suspeito e positivo, conforme os titulos sanguineos.
A maioria das porcas (94,17 %) resultaram positivas
na sorologia por inibicado da hemaglutinacao (HI) para
PVS, 4,17% foram classificadas como suspeitas e
1,67 % tiveram resultados negativos. Dos fetos ava-
liados, 87,56% foram negativos na sorologia, 9,45%
suspeitos e 2,99% positivos. Esses resultados sao
dificeis de interpretar, principalmente, porque todos
os rebanhos envolvidos no estudo utilizavam vacina
contra a parvovirose suina nas porcas. Na Tabela 7
estdo os resultados dos exames de nested-PCR de
6rgaos de fetos para PVS1 e de HI do soro das por-
cas para PVS, indicando inexisténcia de relacao entre
esses dois exames (P>0,05). Todavia, para esse

48 12 60
138 23 161
8 0] 8
194 35 229

virus foi possivel verificar relacao (P<0,05) entre o
exame de nested-PCR de tecidos dos fetos com o
exame sorolégico por HI do liquido toracico dos fetos
(Tabela 8). Isso sugere que a deteccao de anticorpos
para o PVS no liquido toracico ou no soro de leitdes
que nao ingeriram colostro, € um bom indicativo da
infeccao por PVS.

Tabela 6. Resultados dos testes sorolégicos (HI) para par-
vovirose em fémeas e fetos suinos

2 (1,67%) 5 (4,17 %)
176 (87,56%) 19 (9,45%)
* Titulo Porcas: Neg. 0-256; Susp- 512; Pos >=1024
** Titulo Fetos: Neg. 0-32; Susp- 64;

113 (94,17 %)
6 (2,99%)

Porcas*
Fetos™* *

Pos > =128

Tabelas 7. Resultados dos exames de PCR para PVS1 de 6rgaos dos fetos e de HI para PVS do soro das porcas

HI para PVS1 do soro das porcas
+ + +

Total

P = 0,805 pelo teste exato de Fisher.

5 0 5
213 4 217
7 0 7
225 4 229
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Tabelas 8. Resultados dos exames de PCR para PVS1 de 6rgados dos fetos e de HI para PVS do liquido toracico dos fetos

Negativo
Positivo

HI para PVS do liquido toracico dos fetos )
Suspeito

Total

P = 0,027 pelo teste exato de Fisher.

Na andlise de correlagao pelo teste Qui-quadrado en-
tre titulos para PVS dos fetos e o tamanho dos mes-
mos (comprimento > ou < = a 20 cm), observou-se
nao existir dependéncia entre essas duas variaveis
(P = 0,27). Também, ndo houve correlacao direta

171 2 173
5 1 6
18 1 19
194 4 198

(P=0,43) entre os titulos de anticorpos das porcas
e dos fetos, ou seja, apenas 3 fetos filhos de maes
positivas, com titulos acima de 2048 sugestivos de
infeccao, apresentaram titulos acima de 128, suges-
tivos de infeccao no feto (Tabela 9).

Tabela 9. Relacao entre os titulos para PVS das porcas e dos leitdes

64

32 0 1 0] 0]
64 1 1 1 0]
128 1 4 3 4
256 4 4 5 3
512 5 1 1 0]
1024 5 12 5 4
2048 4 6 7 1
4096 3 1 7 2
8192 0 0] 1 0]
16384 3 0 3 0]
Total 24 30 33 14

* Porcas: Neg. 0-256; Susp- 512; Pos >=1024
** Fetos: Neg. 0-32; Susp- 64; Pos >=128.

Comentarios

No exame histolégico dos principais 6rgaos internos,
apenas 17,24% dos fetos apresentavam alteracdes
de natureza inflamatéria. Portanto, os resultados
indicam que a maioria dos fetos natimortos, mumifi-
cados, abortados ou invidveis ndo possuem origem
infecciosa.

Dentre os agentes infecciosos identificados nos
fetos, o PCV2 foi o mais freqliente, com 15,9% de
fetos positivos. O coracao e os tecidos linféides fo-
ram considerados os érgaos de eleicao para diagnés-
tico de PCV2 em tecidos fetais, concordando com
outros trabalhos (BRUNBORG et al.,2007; MIKAMI
et al., 2005). Nenhuma das granjas avaliadas usava
vacina contra PCV2, nem tampouco as centrais que
forneciam sémen para esses rebanhos. O papel do

14
17

26
18
14

- O O OO0 oo - O o o
W N O O O O o o = 0O O
N OO = OO OO0 = O O

107 P 0,4333

PCV2 como agente causador de problemas reprodu-
tivos na porca (MALDONADO et al., 2005; MAES
et al., 2008) e a eliminacao intermitente do virus no
sémen de cachagcos (GAVA et al., 2008; GUERIN;
POZZl, 2005) ja estd documentado na literatura. Os
resultados obtidos nesse trabalho indicam a neces-
sidade de incluir os reprodutores (machos e fémeas)
como parte da cadeia epidemiolégica num programa
de controle da circovirose em uma granja.

O PVS foi detectado em apenas 2,6% dos fetos
avaliados. Todas as granjas avaliadas possuiam um
programa de vacinacao das porcas contra a parvo-
virose, sugerindo que essa vacinacao confere boa
protecdo as porcas. Ainda, com relacdo ao PVS, a
técnica de nested-PCR foi melhor que a da IHQ para
identificacao do virus nos tecidos. Além disso, o exa-
me sorolégico do exsudato fetal do pulmao foi um
bom indicativo da infeccao fetal pelo virus.



Causas infecciosas de problemas reprodutivos na producédo de suinos

No exame soroldgico das maes dos fetos ndo foram
identificados anticorpos contra o virus da PRRS,
indicando auséncia dessa infeccao nas porcas estu-
dadas. Esse virus ainda nao foi identificado no Brasil.
Também, ndao foram detectados anticorpos nas maes
contra as doencas reprodutivas convencionais como
DA, PSC, brucelose, leptospirose e toxoplasmose em
que o Brasil ndo é considerado livre. Embora tenha
sido elevada a frequéncia de titulos de anticorpos
considerados nao vacinais para o PCV2 e PVS nas
porcas, nao esta clara a relacao entre esses titulos
com a ocorréncia de fetos natimortos, mumificados,
abortados ou inviaveis.

Para confirmar o diagnéstico da infecgcao por PCV2
em falhas reprodutivas é importante seguir trés crité-
rios:

i. Presenca de abortos e/ou natimortos e/ou
mumificados.

ii. Presenca de lesGes no tecido cardiaco dos fetos
(miocardite nao supurativa).

iii. Presenca de PCV2 em lesdes do miocéardio e em
outros tecidos fetais como linfonodos.

Conclusoes

e Apenas 17,24% dos fetos avaliados apresentavam
alteracOes de natureza inflamatéria, indicando a
participacao de um agente infeccioso na patologia
fetal. Portanto, a maioria dos fetos, nao apresenta-
vam alteracoes de natureza inflamatoéria, sugerindo
uma origem nao infecciosa.

e Dentre os agentes infecciosos pesquisados nos
leitdes natimortos, mumificados, abortados e/ou
invidveis, o PCV2 foi o mais frequente. Neste caso,
0 coracao e os tecidos linféides sao os 6rgaos de
eleicdo para diagnéstico dessa infeccédo nos fetos
que pode ser feito por IHQ ou por nested-PCR.

e Foi baixa a frequéncia do PVS nos fetos analisados,
sugerindo boa cobertura vacinal nas porcas.

* Nao foram identificados anticorpos contra o virus da
PRRS, DA, PSC e contra a Brucella suis e o Toxo-
plasma gonndi nas porcas maes dos fetos (natimor-
tos, mumias, abortados, inviaveis).

e Na rotina de diagnéstico de PVS a técnica de
nested-PCR foi melhor que a da IHQ.

Recomendacdes

Em casos de problemas clinicos relacionados com
nascimento de leitdes natimortos, mumificados,
abortados ou invidveis deve-se proceder da seguinte
maneira:

e Como existem muitos agentes que podem causar
sintomas reprodutivos semelhantes na porca, diante
de uma caso clinico é importante que o veterinario
de campo faca uma avaliacdo detalhada do rebanho
(com énfase ao histérico, manifestacdes clinicas, in-
formacdes epidemioldgicas e aos registros reproduti-
vos da granja dos ultimos seis meses), para orientar
o laboratério sobre quais exames sao prioritarios
realizar. Isso pode baixar custos e possibilita chegar
a um diagndstico mais preciso.

e Quanto ao material a ser enviado para confirma-
cao do diagnéstico, remeter dois fetos de porcas
que abortaram ou pariram pelo menos dois fetos
natimortos, mumificados ou invidveis de 3-5 porcas/
granja, preferencialmente resfriados, o qual serve
para a maioria dos exames laboratoriais, incluindo a
IHQ. O veterinario de campo sempre deve solicitar
os exames de acordo com a suspeita clinica. Como
os fetos geralmente séo colhidos do piso da ma-
ternidade (ambiente muito contaminado), antes de
realizar a necropsia lavar amplamente os fetos com
agua e seca-los com papel, para reduzir as possi-
bilidades de contaminacdo das amostras a serem
colhidas para exames laboratoriais.

e Dependendo da situacdo epidemioldgica ou dos
resultados laboratoriais obtidos com os fetos, as
vezes, é necessario colher soro das porcas que
pariram os fetos (cerca de dez dias apds o parto),
para realizar exames sorolégicos de acordo com a
suspeita clinica. Somente quando o problema na
granja for aborto (indicativo de algum problema
recente), é que se indica a realizacédo de sorologia
pareada, isto é, colher sangue das porcas logo apés
o aborto e repetir a colheita entre 15-20 dias apés,
das mesmas porcas, e enviar todos os soros juntos

ao mesmo laboratério.
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