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RESUMO

Varios agentes infecciosos estdo envolvidos em falhas reprodutivas em rebanhos suinos.
Recentemente o papel do circovirus suino tipo 2 (PCV2), causador da circovirose suina
estd sendo pesquisado como um agente presente e / ou o0 responsavel por esses problemas.
O presente estudo objetivou realizar sorologia diferencial para agentes infecciosos
causadores de falhas reprodutivas em infec¢des naturais de fémeas suinas. Para isso, foram
selecionadas um total de 27 granjas produtoras de leitbes onde ocorram problemas
reprodutivos no plantel, e a correlagdo com a infeccdo por PVC2 foi pesquisada. Foram
amostradas um total de 321 amostras de 120 fémeas e de suas respectivas leitegadas,
colheu-se liquido das cavidades de dois leitdes por leitegada oriundos de partos prematuros
ou a termo (fetos mumificados, natimortos ou leitdes inviaveis). No laboratério foram
empregados exames soroldgicos especificos ja em uso para Parvovirose suina, Sindrome
Reprodutiva e Respiratoria Suina (PRRS), Doenca de Aujeszky (DA), Peste Suina Classica
(PSC), Circovirose Suina, Brucelose, Leptospirose, Erisipela Suina e Toxoplasmose. No
presente estudo foi possivel verificar que todas as matrizes reagiram sorologicamente para
circovirose e 8 fetos (3,98%) também. Das fémeas, 94,17% apresentaram resultado
indicativo de infeccdo para parvovirose e dos seus leitdes 2,99% foram positivos. Das
fémeas testadas para Leptospirose, 0,83% apresentaram titulo 1:100 para o sorovar L.
grippotiphosa e 1,67% com titulo reagente1:400 para 0 mesmo sorovar. Nenhum dos fetos
apresentou aglutinacéo neste teste. Foram identificadas 13,4% de porcas soropositivas para
Erisipela. Nenhuma porca foi positiva para PRRS, VDA e PSC, brucelose e toxoplasmose.
Nenhum feto foi positivo para brucelose, mas 4,48% apresentaram titulo sugestivo de
infeccdo pelo Toxoplasma gondii.Os titulos de anticorpos indicativos de infeccbes virais
tiveram maior frequéncia (64,17%) do que os titulos de anticorpos indicativos de infecgdes
bacterianas (15%). Os resultados obtidos evidenciam que a circovirose suina foi a infeccao
mais prevalente e que mais estudos sdo necessarios para avaliar a patogenia do PCV2 em
falhas reprodutivas e as possiveis interacbes de outros agentes com a ocorréncia de
Circovirose.

Palavras chave: Falha reprodutiva, parvovirus, circovirus, suino, diagnostico.



ABSTRACT

Several infectious agents are involved in reproductive failures in swine herds. Recently, the
role of Porcine Circovirus Type 2 (PCV2), the agent causing the PCV2 associates diseases
(PCVAD) is being investigated as a patogen present or the responsible for these problems.
Para isso, foram selecionadas um total de 27 granjas produtoras de leitbes onde ocorriam
problemas reprodutivos no plantel, e a correlagdo com a infeccdo por PVC2, foi
pesquisada. This study aimed to perform differential serology for infectious agents causing
reproductive failure in natural infections in sows. For that, a total of 27 pig farms where
those problems were occurring were selected. A total of 321samples from 120 females and
their litters, were collected, plus cavities fluids of two piglets per litter born from
premature birth and at term (mummified, stillborn or low viability piglets). Laboratory
tests, specific serology already in use for porcine parvovirus, porcine respiratory and
reproductive syndrome (PRRS), Aujeszky's disease (AD), classical swine fever (CSF),
PCVAD, brucellosis, leptospirosis, toxoplasmosis and swine Erysipelas were employed. In
this study it was observed that all sows were positive for PMWS and 8 fetuses (3.98%) as
well. Swine dams, 94.17% showed results indicative of infection for parvovirus and 2.99%
of their piglets were positive. The females tested for leptospirosis, 0.83% had title 1:100 to
serovar L. grippotiphosa and 1.67% with reagent title of 1:400 for the same serovar. None
of the fetuses showed agglutination in the test. For Erysipelas, there were identified 13.4%
of the sows serum positive. None of the sows were positive for PRRS, AD, CSF,
brucellosis and toxoplasmosis. Neither fetuses were tested positive for brucellosis, but
4.48% had suggestive titer for Toxoplasma gondii. The antibody titers indicative of viral
infections were more frequent (64.17%) than those indicative of bacterial infections (15%).
The results presented here indicate that PCVAD was more prevalent infection and that
more studies are needed to evaluate the pathogenesis of PCV2 in reproductive failure and
the possible interactions of other agents with the occurrence of PCVAD.

Keywords: Reproductive failure, parvovirus, circovirus, porcine, diagnosis.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil € 0 quarto maior exportador mundial de suinos, atras da Uniéo
Européia, dos Estados Unidos e do Canada. A cadeia suinicola brasileira, com 30 milhdes
de cabecas, producdo de 3 milhGes de toneladas de carne, geracdo de 630 mil empregos
diretos e indiretos, é uma importantissima atividade econdmica (ABIPECS, 2009).

A dindmica de eficiéncia e rentabilidade da suinocultura intensiva, atualmente, tem
direcionado os produtores a buscar resultados reprodutivos economicamente aceitaveis
tendo como meta um numero elevado de leitdes desmamados\porca\ano. Dentro dos
desafios observados na suinocultura, os problemas reprodutivos ocupam um lugar
preferencial ja que eles influenciam de forma direta no nimero de suinos terminados por
ano e, consequentemente, as metas de tonelagem de carne produzida (HANSEN &
WOLLMANN, 2008).

Nos ultimos anos, houve grande desenvolvimento no sistema de produgdo de
suinos, principalmente quanto a genética, nutricdo, manejo e sanidade. Os animais
passaram a ser criados de forma cada vez mais intensiva, os rebanhos ficaram maiores e,
consequentemente, com maior predisposicdo as doencas, dentre elas, as doencas
reprodutivas tem grande relevancia, sendo consideradas a maior causa de prejuizo
econdmico. Neste contexto a sorologia permite a avaliacdo do estado imunitario do
rebanho. A observacdo de diferentes niveis de anticorpos no plantel séo indicativos de
infeccdo em evolucgéo, sendo este perfil comum no Brasil (BARBOSA, 2008).

A monitoria sanitaria € uma ferramenta importante para o conhecimento do perfil
sanitario de uma granja, € um dos componentes capazes de garantir que a producdo nédo
sofra influéncia negativa das doencas, assegurar bons indices produtivos e seguranca
alimentar ao consumidor (RISTOW, 2007; BARCELLOS et al., 2009).

Na suinocultura moderna, a maioria dos problemas de fertilidade deve-se a
transtornos nao infecciosos, dificultando o diagnostico dos veterinarios de campo, ja que,
normalmente, os fatores de risco associados a este tipo de problema estdo correlacionados
entre eles ou com transtornos infecciosos (HANSEN & WOLLMANN, 2008).
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Embora o método mais seguro de diagnosticar uma infeccdo seja o isolamento e
caracterizagdo do agente infeccioso, isso nem sempre é possivel de ser alcancado devido a
localizagdo do agente (ex. encéfalo), a ndo disposicdo de métodos simples, praticos e ou
seguros para o isolamento e cultivo do agente infeccioso (ex. virus) e a administracdo de
drogas anti-infecciosas que inibem o crescimento in vitro. Nessas circunstancias, as
técnicas de imunodiagndstico sdo muito importantes, ja que permitem confirmar a infec¢do
atraves da presenca de antigenos ou anticorpos dos agentes infecciosos (TIZARD, 2002;
SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007).

Neste contexto, o presente estudo objetivou verificar a ocorréncia de doencas
infecciosas em matrizes suinas com patologias reprodutivas e seus respectivos fetos,

através de métodos sorologicos ja padronizados.



2. REVISAO DE LITERATURA

Doencas causadas por virus

2.1 Parvovirose Suina (PVS)

O parvovirus suino (PVS ou Porcine Parvovirus) pertence a familia Parvoviridae,
subfamilia Parvovirinae, género Parvovirus, esta entre os menores virus de DNA que
afetam animais (SIEGL et al., 1985) e seu genoma € constituido por DNA linear de fita
simples (CRAWFORT et al., 1969).

A infecgdo pelo PVS estd amplamente distribuida na populagdo suina mundial,
tanto doméstica quanto selvagem, sendo raras as granjas livres do virus (OLIVEIRA
JUNIOR, 2008). A possibilidade de sua presenca deve ser lembrada sempre que forem
observados sinais clinicos como retorno ao cio, atraso na data de pari¢do, associados a
presenca de fetos mumificados, natimortos e leitegadas com reduzido numero de leitdes,
especialmente em fémeas de primeiro e segundo parto (SOBESTIANSKY &
BARCELLOS, 2007; MENGELING et al., 1999). Pigfort (2006) relata que também pode
ocorrer baixo volume abdominal durante a gestacdo, ocorréncia de falsa gestacdo e
diminuicdo do ganho de peso das fémeas no ultimo més de gestacao.

O PVS foi descrito pela primeira vez em 1967 (CARTWRIGHT e HUCK, 1967),
sendo isolado, posteriormente, em fetos, em diversos paises (BACHMANN, 1969;
GENOV et al., 1971; JOHNSON & COLLINGS, 1971; COACKEY e SMITH, 1972;
MENGELING, 1972; MORIMOTO et al., 1972; JOHNSON, 1973). No Brasil, estudos
soroldgicos utilizando a prova de inibi¢cdo da hemaglutinacdo (HI) em suinos provenientes
de granjas comerciais indicaram que o virus ja estd estabelecido no Pais ha pelo menos
duas décadas, causando problemas reprodutivos (GOUVEIA et al., 1984; MARTINS et al.,
1984). Qutros trabalhos relataram a soroprevaléncia do PVS superior a 80% em granjas
comerciais (BERSANO et al., 1993; RODRIGUEZ et al., 2003), demonstrando que o virus
circula no plantel de suinos brasileiro.

Uma caracteristica marcante do PVS é a dependéncia de células na fase S do ciclo

celular para sua replicacdo. A infeccdo por este virus afeta principalmente 6rgdos que
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apresentam células com altas taxas de multiplicacdo, como as células embrionarias, células
da medula 6ssea e células precursoras do epitélio intestinal (MENGELING et al., 1999). A
doenca afeta principalmente fémeas de primeiro parto, as quais ndo possuem imunidade
para 0 virus e apresentam maior risco de infeccdo seguida de problemas reprodutivos, mas
0 virus pode infectar animais de todas as idades (MORAES e COSTA, 2007; ROEHE et
al., 2007). Em fémeas pluriparas, com prévio contato com o agente, o efeito do virus passa
a ser reduzido ou nulo, devido ao desenvolvimento de imunidade ativa (MENGELING et
al., 1999).

A doenca ocorre quando as fémeas, que apresentam baixos titulos de anticorpos,
adquirem o virus durante a gestacdo e, como o PVS apresenta avidez por células em
divisdo, o feto e o envoltorio fetal podem ser atingidos. Raramente afeta leitdes que séo
considerados imunes por possuirem anticorpos protetores contra o PVS adquiridos através
do colostro (MENGELING et al, 2000). Esta imunidade passiva diminui
progressivamente, permanecendo até quatro a seis meses de idade (PAUL et al., 1982).
Apds 0 amadurecimento do sistema imune, os animais adquirem imunidade ativa contra o
PVS que, aparentemente, persiste por toda a vida do animal, podendo ser reforcada por
repetidas exposic¢Ges ao virus de campo (MENGELING et al., 2000).

A eliminagdo do virus se d& pelas fezes e secre¢cBes até duas semanas apos a
infeccdo pelo sémen e, nas baias, podem resistir por até quatro meses (MENGELING,
1999; MELO, 2008). Os suinos se infectam através da ingestdo da placenta durante o
parto, por contato oronasal com fezes e secre¢des contaminadas, por sémen contaminado,
no caso das fémeas e secrecOes vaginais, no caso dos machos (PIGFORT, 2006;
SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007; MELO, 2008). Portando podem-se definir duas
formas para um suino se infectar com o PVS: a transmissdo horizontal onde o animal entra
em contato com o virus presente em fezes, secrecdes, fetos ou materiais infectados no
ambiente e a vertical, que é passada da mae para a leitegada via intra-uterina
(WHITTEMORE, 1993).

Ainda ndo esta claro como o virus consegue ultrapassar a barreira transplacentaria
que separa a circulacdo materna da circulacdo fetal (WILHELM et al., 2005). Os suinos
apresentam placenta epitélio-corial, onde o trofoderma fetal estd em contato com o epitélio
uterino. Ambos formam microvilos, que se interdigitam resultando em uma ampla area

para difusdo de substancias (MIGLINO et al., 2001). As células que formam estas camadas
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estdo intimamente ligadas por juncbes que ndo permitem a passagem de pequenas
moléculas, como por exemplo, os anticorpos (WILHELM et al., 2005).

Para Mengeling et al. (1999) e Melo (2006) quando uma fémea gestante é infectada
pelo virus, este atravessa a placenta e se multiplica lentamente no Utero e € comum a
presenca de fetos em diferentes estdgios de desenvolvimento, podendo ocorrer fetos
mumificados, natimortos e normais na mesma leitegada. Considerando como momento da
infeccdo a cobertura, pode ocorrer: da infeccdo até o 9° dia de gestagdo a morte de todos os
embrides, ou de alguns e reabsorcdo. No inicio do estagio de embrido (10° ao 35° dia), a
infeccdo pode resultar em morte embrionaria, seguida de reabsorgdo fetal ou o nascimento
de leitdes fracos, malformados e de baixo peso. Apds a ossificagdo que se inicia em torno
do 35° dia de gestacdo, a infeccdo do feto pelo PVS ocasiona a morte, mas a reabsorgéo €
impedida pelo esqueleto, resultando em mumificacdo fetal. Por volta dos 70 dias de
gestacdo o feto torna-se imunocompetente, sendo capaz de produzir anticorpos proprios e
sobreviver a infeccdo (JOO et al., 1976; MENGELING & CUTLIP, 1976). Como nem
todos os fetos se infectam através da placenta durante a viremia da gestante, sabe-se que
alguns se infectam intra-uterinamente via fetos adjacentes, 0 que explica um sinal classico
da doenca que é a morte fetal em diferentes estagios de desenvolvimento (PIGFORT,
2006). Deve-se levar em consideracdo que a parvovirose ndo cursa com falhas reprodutivas
isoladas (PIGFORT, 2006). Os machos ndo apresentam sintomatologia da doenca
(SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007).

O diagnostico envolve a observacdo dos sinais e sintomas reprodutivos, devendo
ser confirmado por exames laboratoriais (MENGELIN, 1999). Como os fetos/leitdes
podem carrear virus ou ter anticorpos, deve-se usar um conjunto de técnicas buscando a
deteccdo do agente, como imunofluorescéncia direta, hemaglutinacdo, Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA), Polimerase Chaim Reaction (PCR) e, o mais usado,
inibicdo da hemaglutinacdo (HI) (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007). Entretanto,
como os tecidos de escolha (pulméo e rim dos fetos) geralmente encontram-se autolisados,
torna-se importante a utilizacdo de técnicas sorologicas, como HI e Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) (MENGELING et al.,1999). Como o PVS é capaz de
aglutinar eritrécitos, o uso de HI é eficiente na detec¢do de anticorpos contra o virus. Além
disto, é o teste sorolégico de referéncia, além de ser de fécil aplicagdo e baixo custo
(MENGELING et al.,1999).
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A forma mais conhecida de defesa do sistema imune contra o PVS é através do
desenvolvimento de anticorpos especificos para o virus. Esta imunidade ativa é associada a
altos titulos de anticorpos contra o PVS, maiores que 256 quando mensurados por HI
(JOHNSON et al., 1976). Entretanto, quando utilizado como ferramenta para avaliacdo do
perfil sorologico do plantel, torna-se uma prova laboriosa. Além disto, ndo existe
padronizacdo dos pardmetros relacionados a temperatura de incubacédo, espécie e idade do
doador de hemacias e tratamento prévio da amostra, o que interfere na repetibilidade dos
resultados (LOBATO, 1992).

O teste de ELISA vem sendo utilizado em varios paises, pois dispensa o tratamento
prévio das amostras e pode ser padronizado e automatizado (QUING et al., 2006), porém
esta técnica ainda ndo é aplicada na rotina diagnostica no Brasil. No entanto, poderia
facilitar o diagnostico da doenca e permitir maior agilidade do perfil sorolégico das granjas
brasileiras.

As técnicas soroldgicas obtiveram uma maior importancia devido a dificuldades na
deteccdo e isolamento do PVS. As infec¢cdes com virus de campo induzem altos titulos de
anticorpos e resposta prolongada, aumentando a eficdcia dos métodos soroldgicos
(ROEHE et al., 2007).

A técnica de HI para os parvovirus passou a ser utilizada apés 1966, quando foi
descoberta a capacidade destes de aglutinar hemacias de determinadas especies
(BRAILOVSKY, 1966). Nos anos seguintes, o método de HI foi descrito e padronizado
por vérios autores, podendo ser realizado com hemécias de cobaios, galinhas, humanos e
ratos (CARTWRIGHT & HUCK, 1967; FUJISAKI, 1975; JOO et al., 1976). Atualmente,
este método segue sendo utilizado como método padréo ouro para a deteccdo de anticorpos
em laboratorios de referéncia no Brasil.

E imprescindivel fazer o diagnostico diferencial para leptospirose, brucelose e
doenca de Aujeszky, com testes soroldgicos, uma vez que 0s sinais e sintomas s&o
semelhantes (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007; OLIVEIRA JUNIOR, 2008).

Como profilaxia a infeccdo, além da limpeza, desinfeccdo e controle de roedores,
que sdo reservatorios do virus, deve-se descartar do rebanho as fémeas contaminadas, fazer
0 vazio sanitério e eliminar reprodutores que sejam portadores da doenca, bem como seu
sémen utilizado para inseminacéo artificial (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007).

Até o presente momento nao existe tratamento especifico para a parvovirose.



7

Medidas gerais de manejo dirigidas a promover um bom estado sanitario do rebanho,
devem ser adotadas (MENGELING, 1999; ROEHE et al., 2007). Dentre estas, a vacinagéo
é a principal medida a ser adotada, cujo objetivo é estimular a imunidade do plantel para
evitar a infeccdo dos embrides ou fetos (ROEHE et al., 2007).

A partir do uso da vacina em quase todas as granjas, a interpretacdo do titulo de
anticorpos passou a ser uma pratica dificil. Em estudos soroldgicos de PVS em plantéis,
passou a ser observada a presenca de imunidade na maioria dos animais, como esperado
apos a vacinagdo, entretanto, tambeém, a presenca de titulos altos e muitas vezes
heterogéneos (ORAVAINEN et al., 2006). De uma forma geral, a distin¢do entre titulos
vacinais e oriundos de desafios de campo poderia ser realizada através do nivel de
anticorpos, por que a estimulacdo humoral realizada pelas vacinas geralmente ndo excede
titulos de 512 (ORAVAINEN et al., 2006).

A impossibilidade de diferenciar anticorpos adquiridos passivamente de uma
resposta ativa, juntamente com a falta de estandardizacdo de métodos soroldgicos, dificulta
este tipo de analise. As primeiras vacinas desenvolvidas, ainda durante a década de 70,
foram feitas com o virus inativado (SUZUKI & FUJISAKI, 1976; JOO & JOHNSON,
1977, MENGELING et al., 1979). Atualmente as cepas virais utilizadas pela empresas
farmacéuticas sdo consideradas um segredo comercial e hd poucas informacdes publicadas.
As mudangas ocorridas na tecnologia para obtencéo do antigeno, inativantes, adjuvantes e
conservantes nas vacinas inativadas, possivelmente, sejam as principais modificacdes
realizadas nas vacinas disponiveis (WRATHALL et al., 1984; ROIC et al., 2006).

2.2 Sindrome Respiratoria e Reprodutiva Suina (PRRS)

A PRRS (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome) é uma doenca viral
infecto-contagiosa, de elevada importancia econdmica, caracterizada por falhas
reprodutivas em porcas e problemas respiratorios em leitdes e suinos em crescimento e
terminacdo. O virus da PRRS (PRRSV) € um virus que contém genoma de RNA, pequeno,
com 45 a 65nm de didmetro (CIACCI-ZANELLA, 2004) e envelopado (SORENSEN,
1998). Pertence ao Género Arterivirus e Familia Arteriviridae e Ordem Nidovirales (OIE,

2008). Ha amostras distintas. As amostras européias e americanas do virus possuem
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genotipos diferentes. Entretanto, diferencas genéticas, antigénicas e de patogenicidade
ocorrem, dentro do mesmo genétipo (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007).

O suino e o javali selvagem sdo os Unicos animais conhecidos por adquirirem
infeccdo com PRRSV, naturalmente. Contudo, ndo sdo descritas manifestacdes clinicas da
infeccdo pela PRRS em javalis selvagens e ndo sdo substanciais as provas do seu papel
como transmissor da doenga para suinos domésticos (ALBINA, 1997). Posteriormente
Albina et al. (2000) fizeram exames sorologicos para PRRS em javalis selvagens (Sus
scrofa) na Franca. Aproximadamente 4% foram positivos. Para os autores, este resultado
mostrou que estes animais podem ser reservatorios e infectar suinos domésticos.

A PRRS também conhecida no Brasil como SRRS (Sindrome Reprodutiva e
Respiratoria dos Suinos), foi assim batizada nove anos apos o relato do primeiro caso
(ALBINA, 1997). Sua primeira ocorréncia foi nos EUA em 1987, na Carolina do Norte,
quando foi denominada como Doenca Misteriosa dos Suinos (DMS), Orelha Azul (Blue
ears) entre outros nomes (CIACCI-ZANELLA, 2004). No mesmo ano, a sindrome foi
diagnosticada em Quebec, no Canada. Posteriormente, em 1990, foi descrita na Europa e
paises asiaticos (SORENSEN, 1998; CIACCI-ZANELLA et al., 2004; SOBESTIANSKY
& BARCELLOS, 2007).

No Brasil, ndo ha evidéncias da existéncia da doenca e, portanto, devem ser
empenhados esforcos para evitar sua introducdo, principalmente através da importacdo de
animais. O impacto econdmico da PRRS nos EUA ja foi calculado e verificou-se um custo
total/ano de U$560 milhdes, para a industria daquele pais (NEUMANN et al., 2005). Os
custos estdo distribuidos em 12% na fase reprodutiva, 36% na de desmame e 52% na fase
de crescimento-terminagdo. Custos ndo avaliados s&o: perdas de mercados, exames,
tratamentos, atrasos no crescimento (suinos positivos levam 2 semanas a mais para chegar
ao peso de abate). Uma campanha nacional de erradicacéo liderada pelo USDA, com apoio
dos pesquisadores do National Pork Board estima que o programa vai levar 16 anos para
erradicar a PRRSV dos EUA. Apesar da doenca estar disseminada em rebanhos suinos em
todo mundo, ainda ndo existe relato da PRRS no Brasil (CIACCI-ZANELLA et al., 2004).

A doenca é endémica em varios paises. Em 1994 a PRRS foi oficialmente
reconhecida em 16 paises de 3 diferentes continentes (Asia, América e Europa) (ALBINA,
1997).
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Em 2000, foi realizado um estudo de prevaléncia para corroborar esta consideracao.
O estudo foi realizado em granjas que importaram material genético desde 1990 até 2000
(CIACCI-ZANELLA et al., 2004). Os resultados foram negativos. Ressalta-se que nao
houve evidéncias clinicas, laboratoriais ou epidemioldgicas que justificassem a presenca
do virus no rebanho brasileiro. Um estudo soroepidemioldgico indicou auséncia de casos de
PRRSV no Brasil e uma prevaléncia inferior a 0,8% na populagdo suina testada. Esta
prevaléncia deveu-se ao fato que os animais soro-reagiram no teste de ELISA. Os mesmos
foram submetidos a testes mais sensiveis obtendo resultado negativo, com isso foi
constatado que os resultados no teste de ELISA eram falsos positivos (CIACCI-ZANELLA
et al., 2001).

De acordo com Mengeling (1996), estudos soroldgicos sugerem que a prevaléncia
da infeccdo € muito maior do que o reconhecimento da doenca clinica.

Vaérios agentes foram incluidos como responsaveis pelo quadro da PRRS, antes de
definir o virus causador do quadro (Influenza Suina, Peste Suina Classica, Enterovirus
Suino, Parvovirus Suino, Doenca de Aujeszky, Leptospira interrogans — sorovar bratislava
e micotoxinas) (CIACCI-ZANELLA, 2004).

Allende et al. (2000) afirmam que o PRRSV pode persistir em suinos por um longo
periodo antes de iniciarem a infec¢do e que animais persistentemente infectados podem
transmitir o virus. Os mecanismos de persisténcia no animal hospedeiro ndo séo
conhecidos.

Mortensen et al. (2002), detectaram como fatores de risco para rebanhos de
matrizes na Dinamarca: 1) A proximidade a rebanhos infectados com PRRSV amostra
americana, 2) Compra de animais incubando o PRRSV americano; 3) Aumento do
tamanho do rebanho e 4) Compra de sémen de cachacos de granjas infectadas. Os autores
sugeriram que a disseminacao do virus via aerossol € um freqiiente modo de transmissao.

Devido ao longo periodo de transmissibilidade a movimentacdo de animais
infectados foi importante causa dos surtos da doenga na Europa. Também, devido a isso, a
enfermidade pode facilmente ser introduzida em outros paises, através da importacao de
animais infectados (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007).

O periodo de incubacdo dura de 10 a 37 dias, o virus se localiza no sangue, ou seja,

faz viremia e encontra-se em 6rgdos com alta circulacdo de anticorpos. Apos a vacinagdo
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ou exposicdo, o virus é atenuado num periodo de 7 a 14 dias (SOBESTIANSKY &
BARCELLOS, 2007).

O PRRSV provoca baixo nivel de anticorpos. Os niveis de anticorpos maternais
especificos para 0 PRRSV caem normalmente em 4 a 5 semanas de idade (SHIBATA,
1998) e ndo sdo suficientes para proteger os leites da infecgéo.

A manifestacdo clinica da infecgdo pelo PRRSV e a gravidade da doenca variam
muito. Esta variacdo na gravidade depende de fatores como a amostra do PRRSV, a
presenca de outros agentes infecciosos, a idade dos suinos infectados ou estagio
reprodutivo, imunidade do rebanho, tamanho do rebanho e ambiéncia (CIACCI-
ZANELLA, 2004).

A enfermidade pode ocorrer sob a forma de surtos ou endémica. Geralmente,
depois da severa fase epidémica, a infeccdo se torna endémica (ALBINA, 1997).

A manifestagdo inicia-se com sinais pouco especificos, tais como: anorexia,
hipertermia (40 a 43°C) ou hipotermia, letargia, apatia. Podem ainda ser encontrados sinais
como: orelhas, abdome e vulva de coloracdo azulada, sintomas nervosos, edema
subcutaneo de membros posteriores e lesdes de pele (CIACCI-ZANELLA, 2004). Pode
ocorrer diarréia em leitdes lactentes e aborto (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007),
edema de palpebras e conjuntivite (BARCELOS & SOBESTIANSKY, 2003).

Na fase aguda séo observados sinais respiratérios e reprodutivos: abortos,
alteracdes na duracdo normal do parto, aumento da taxa de retorno ao cio mortalidade de
lactentes, aumento de natimortos. Em animais de recria e terminacdo ha envolvimento
respiratério. Aos poucos, a doenga vai se tornando cronica e as perdas vdo sendo
reduzidas. H& nascimento de leitegadas normais e partos prematuros com leitdes fracos,
mumificados e leitegadas com todos os leitdes mortos ou abortados em diferentes fases da
gestacdo. Também se percebem leitGes com crescimento prejudicado, orelhas azuis e morte
stbita de leitdes. Fémeas podem apresentar aborto aos 70 a 110 dias de gestagdo e parto
prematuro (108 a 112 dias) ou tardios. Comprovadamente, a infeccdo se da através da
inalacdo, ingestdo e coito e o percentual de concepcao das fémeas é reduzido, porém, em
muitos casos, ndo ha manifestacdes reprodutivas (SOBESTIANSKY & BARCELLOS,
2007).

Prieto et al. (1997) comprovaram que a exposicdo de leitoas susceptiveis ao

PRRSV, no inicio da gestacdo, ndo produz efeito significativo sobre a concepcdo e
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fertilizacdo. Entretanto, embora a infeccdo parega néo exercer qualquer efeito nos embrides
antes da implantacdo, isto pode resultar em infeccdo transplacentaria e morte embrionaria.

O PRRSV pode ser detectado no sémen por até 92 dias pds-infeccdo, mas se a
qualidade do sémen € adequada isso ndo vai afetar as taxas de concepcdo ou fertilizacdo. O
impacto seré consequente da infeccdo da fémea que resultard em doenca clinica (CIACCI-
ZANELLA, 2004).

A anorexia e a febre nas porcas em lactacdo levam a agalaxia que resulta na morte
dos leitbes por fome ou colibacilose. Sendo assim, a mortalidade pode chegar a 80%
(CIACCI-ZANELLA, 2004).

Em leitbes desmamados, a doenca tem mais impacto nas 8 semanas de vida,
principalmente quando outros agentes infecciosos estdo presentes como o circovirus suino
tipo 2, dentre outros. Além da reducdo nas taxas de crescimento e aumento na mortalidade,
a infeccdo pelo PRRSV reduz a eficdcia de medicamentos e vacinagbes (CIACCI-
ZANELLA, 2004).

O PRRSV tem preferéncia pelos macréfagos pulmonares e, assim, reduz a
capacidade do animal em responder as infec¢bes, portanto, os animais ficam susceptiveis
as infeccbes secundérias, que costumam ser um grande problema para a higidez dos
animais. Muitos sdo os relatos de doencas que atuam sinergicamente e/ou como infeccgdes
secundarias nos animais infectados por PRRSV (NAKAMINE et al., 1998).

De acordo com Ciacci-Zanella (2004), existem varios modelos de co-infeccéo
experimental, mas o de maior sinergismo de interacdo virus-virus séo PRRSV e PCV2.

O diagnostico diferencial da PRRS deve ser realizado para Parvovirus Suino,
Doenca de Aujeszky, Circovirus tipo 2, Enterovirus Suino, Virus da Influenza Suina e
Peste Suina Classica, Citomegalovirus e Leptospirose (CIACCI-ZANELLA, 2004).

O virus causa infeccdes persistentes por periodos prolongados, as vezes sem a
presenca de anticorpos detectaveis. O diagnostico é baseado nos sinais clinicos, nas lesdes,
na epidemiologia e nos achados viroldgicos e soroldgicos. Mortalidade perinatal, aumento
na taxa de natimortos, abortos além de doenca respiratoria com leses nos lobos anteriores
do pulmdo e presenca de hemorragia sdo sugestivos de PRRS. Infeccbes leves ou
assintomaticas podem ocorrer (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007).

Macroscopicamente, percebe-se que o corddo umbilical dos fetos natimortos podem

apresentar manchas hemorragicas e estar edemaciado em até 3 vezes o tamanho normal.
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Em alguns fetos pode ser observado o acimulo de fluido de cor &mbar, distendendo as
membranas dos rins, colon, baco e na cavidade toracica e abdominal, pulmdes néo
colabados, firmes e manchados em tons de cinza e marrom. Em casos severos podem
apresentar coloracdo avermelhada. Os linfonodos aumentam de volume de 2 a 10 vezes,
com colora¢do amarronzada e podem apresentar pequenos cistos com presenca de fluidos
abaixo da capsula (CIACCI-ZANELLA, 2004).

O diagndstico também pode ser feito pela deteccdo de anticorpos especificos. Estes
podem ser detectados por testes de ELISA, imunoperoxidase, imunofluorescéncia indireta
ou testes de soroneutralizacdo (SOBESTIANSKY & BARCELLQOS, 2007). Alguns Kits
soroldgicos sdo capazes de identificar se a amostra viral € de origem européia ou
americana (SORENSEN et al., 1998).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a
Instrucdo Normativa 54, de 17 de dezembro de 2002, que estabelece os requisitos
zoossanitarios do Brasil para importacdo de sémen suino de paises que ndo fagam parte do
Mercosul, exigindo que os doadores de sémen destes paises sejam provenientes de
estabelecimentos livres de PRRS. Esta legislacdo também estabelece que estes animais
devem ser negativos para PRRS, depois de realizado o seguinte protocolo: teste de ELISA,
no minimo 30 (trinta) dias que antecederam a coleta do sémen e, novamente, 15 (quinze) a
60 (sessenta) dias apds a coleta (BRASIL, 2002).

De acordo com a Instrucdo Normativa 31, de 10 de maio de 2002, do MAPA, 0s
suinos destinados a exportacdo para o Brasil serdo submetidos a testes de diagndstico,
requeridos pelo MAPA, durante a quarentena na origem e no destino. No caso de algum
animal resultar positivo para os testes de diagnostico requeridos durante a quarentena de
origem, todo o lote quarentenario ficard impedido de ser exportado para o Brasil. O
Certificado Zoossanitario para exportacdo para o Brasil, de suinos destinados a reproducéo,
contido nesta Instrucdo Normativa, determina que o Veterinario Oficial do pais exportador
deve certificar que os suinos em trdmite, dentre outras condi¢fes, originam-se de
estabelecimento onde ndo foi registrada a ocorréncia clinica de varias doencas, incluindo a
PRRS, nos altimos 12 meses que antecederam o embarque. Também, que os animais foram
submetidos a testes de diagnostico com resultado negativo para PRRS apds dois testes de
ELISA com intervalo minimo de 21 dias. Na quarentena no Brasil, 0s animais serdo
submetidos a teste de ELISA para deteccao de anticorpos contra PRRS (BRASIL, 2002).
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A PRRS é encontrada principalmente na parte ocidental da Dinamarca, porém esté
espalhada por outras partes do pais. Uma vacina viva, oriunda de amostra americana do
virus (Ingelvac PRRS MLVO), foi aprovada pelas autoridades dinamarquesas
(SORENSEN et al, 1998)..

2.3 Doenca de Aujeszky (DA)

A etiologia da doenga foi determinada no inicio do século XX (KLUGE et al.,
1999). O virus da doenca de Aujeszky (VDA), também denominado de virus da pseudo-
raiva (PRV), ou herpesvirus suino tipo 1, pertence a familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicelovirus (KLUGE et al., 1992; ROIZMAN & PELLET,
2001).

A Doenca de Aujeszky (DA) é uma doenca infecto-contagiosa que tem como
hospedeiros primarios os suideos (suinos domesticos e selvagens) que podem apresentar
infeccdo latente (DAVIES & BERAN, 1980), 0 que ndo acontece com outras espécies
animais (KLUGE et al., 1993), embora o virus possa infectar outras espécies de mamiferos
domésticos. Nos gatos, cdes e bovinos, o virus produz encefalite de curso agudo fatal, o
que reduz a importancia epidemiologica desses hospedeiros na manutencdo e disseminacéo
da enfermidade. A ocorréncia da doencga nessas espécies, no entanto, pode servir como
indicador epidemioldgico da presenca de atividade viral (CRANDELL et al., 1982;
KLUGE et al., 1999; SOBESTIANSKY & BARCELLOQOS, 2007).

A doenca é responsavel por consideraveis perdas econémicas na suinocultura
mundial (ANNELLI, 1994; NAUWINCK & PENSAERT, 1994), sendo um importante
obstaculo a exploracéo e comércio internacional de suinos em todo o mundo.

Os sinais clinicos da infeccdo pelo VDA variam de acordo com fatores
epidemioldgicos como endemicidade e suscetibilidade dos individuos. A ocorréncia do
VDA em areas endémicas € associada a manifestacfes reprodutivas. A introducéo do virus
em rebanhos livres resulta em sinais clinicos caracteristicos, que variam de acordo com a
faixa etaria. Em animais jovens predominam sinais neurologicos com a taxa de
mortalidade aproximando-se dos 100%. Animais adultos apresentam febre, taxas variaveis

de aborto, reabsorcdo fetal, dificuldade respiratoria e eventualmente vomitos. A
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mortalidade nessa faixa etaria € geralmente baixa (KLUGE et al., 1999; SOBESTIANSKY
& BARCELLOS, 2007). As perdas ocorrem por transtornos reprodutivos; transtornos
respiratorios em animais da terminacdo, levando a infecgbes secundarias; com
estabelecimento de infeccdo latente em suinos e recorréncia viral, levando a restricdo na
movimentacdo de animais destinados a reproducdo (SOBESTIANSKY et al., 2007).

Esta classificada junto ao Codigo Zoossanitario da Oficina Internacional de
Epizootias (OIE) e sua notificacdo anual é obrigatoria, mesmo para paises ou regides que
ndo possuam programas de controle ou erradicacdo (OIE, 2008). As granjas registradas
perdem a certificacdo para a venda de reprodutores e de material genético (sémen e
embrides) e a Doenca de Aujeszky (DA) impde restri¢des as exportacdes (OIE, 2008).

A propriedade bioldgica de maior importancia epidemioldgica do VDA € a
capacidade de estabelecer infeccOes latentes no sistema nervoso do hospedeiro apds a
infeccdo aguda. A infecgdo latente persiste por toda a vida do animal, podendo ser
reativada natural e/ou experimentalmente, resultando em excrecdo e transmissao de virus
(HORWARTH, 1969). Por isso, 0s animais soropositivos constituem-se em reservatorios e
fontes potenciais de disseminacdo do VDA (KLUGE et al. 1999; ROIZMAN & PELLET,
2001).

A primeira notificagdo no Brasil ocorreu em 1912 (AKKERMAN, 1964; VIDOR
1988), desde entdo, ja foi identificada nos Estados de Santa Catarina, em 1984 (KRUGE et
al., 1993), Rio Grande do Sul, Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Bahia,
Ceara, Goiés, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal. Nos ultimos anos, a infec¢éo foi mais
frequentemente relatada em Santa Catarina, o que levou a implementagdo de um programa
de erradicacdo (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007).

No ano de 2001, o impacto econdmico anual da DA sobre a atividade suinicola
estadual foi estimado em R$ 931.224,00 ao ano, desconsiderando-se o impacto negativo
sobre 0 comércio de reprodutores e 0 mercado exportador. Por essa razdo, nesse mesmo
ano, iniciou-se um programa de erradicacdo da DA no Estado. Atualmente o programa
encontra-se na fase de monitoracdo (BRENTANO, 1992; KLUGE et al.,1999; CIACCI-
ZANELLA et al., 2005; MORES et al., 2005).

Diferentes estratégias de combate tém sido preconizadas, dependendo da situacdo
epidemioldgica em cada regido afetada. Alguns paises, onde a enfermidade é endémica,

optaram por planos de erradicacdo a longo prazo, baseados no uso de vacinas com
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marcadores antigénicos e posterior teste e remocdo de animais Soropositivos
(MORRISON, 1994; VAN OIRSCHOT, 1996). Nesses casos, a despopulacdo total das
granjas demonstraram ser proibitivas economicamente (RODRIGUES et al., 1990). Esses
programas sao reavaliados periodicamente para registrar progressos e, eventualmente,
alterar estratégias e redirecionar recursos (VANIER et al., 1997; MULLER et al., 2003).

A técnica de ELISA tem sido muito utilizada para a pesquisa de anticorpos para o
VDA e 0s exames positivos sdo submetidos a prova de soroneutralizacao (CIACCI-
ZANELLA et al., 2005; MORES et al., 2005). Entretanto, 0 uso maci¢o de vacinas para a
DA em rebanhos suinicolas tem demandado a necessidade de técnicas de ELISA
diferenciais. Atualmente, tem-se um nimero muito grande de referéncias documentadas
sobre a tecnica de ELISA screening e o diferencial para glicoproteinas gE. O
desenvolvimento de testes ELISA diferencial, com bons niveis de sensibilidade e
especificidade, tem sido relatados (DEA et al., 2000; ELIOT et al., 1989; GUT et al.,
1999; KINKER et al., 1997; STEGEMAN et al., 1997).

Os testes imunoenzimaticos do tipo ELISA sdo muito utilizados presentemente,
devido a sua alta sensibilidade, especificidade, capacidade de processamento de grande
namero de amostras, relativa facilidade e rapidez de execugdo. Os reagentes ndo possuem
custo elevado, sdo estaveis, faceis de preparar e, geralmente, os resultados de provas tipo
ELISA, podem ser quantificados através do uso do espectrofotometro (VAN OIRSCHOT,
1989).

Um levantamento de 824 fetos suinos abortados, realizado nos EUA, durante 6 anos,
revelou a Doenca de Aujeszky em 1% dos fetos analisados (KIRKBRIDE et al., 1978). Na
Espanha, um estudo soroldgico apontou uma soropositividade de 73% para Aujeszky
(GUTIERREZ-MARTIN et al., 2000), porém, no mesmo pais, foram testadas 293 amostras
de tecidos fetais e ndo foi constatada a doenca de Aujeszky nas amostras analisadas
(MALDONADO et al., 2005).

2.4. Peste Suina Classica (PSC)

A Peste Suina Cléassica (PSC) é uma doenca de curso febril, de distribuicdo

mundial, sendo considerada endémica na América do Sul, China, india e Russia (VAN
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OIRSCHOT & TERPSTRA, 1989). E uma doenca multissistémica viral altamente
contagiosa que acomete os suideos e esta na lista A da OIE (PATON & EDWARDS,
2001). Seu agente etiologico € um virus com genoma de RNA, envelopado, pertencente ao
grupo Pestivirus, da familia Flaviviridae (VAN OIRSCHOT, 1989; ENZMANN, 1977;
DEPNER et al., 1995, MURPHY et al., 1995). A infeccéo ocorre pela via oro-nasal, sendo
as tonsilas o primeiro sitio de replica¢do do virus (DUNNE et al., 1959; MENGELING &
PACKER, 1969; BERSANO et al., 1985; BIRONT et al., 1987), que em seguida, penetra
na corrente circulatéria alcangando linfonodos, baco, rins, porcéo distal do ileo e cérebro
(SARMA & SARMA, 1996). Em termos econdémicos, a doenga é considerada uma das
mais graves por causar perdas econdémicas para as industrias e criadores de suinos, em
funcdo de sua freqiéncia, facilidade de disseminacdo e alta mortalidade, aléem de que,
muitas vezes, estd diretamente relacionada a distdrbios reprodutivos (VAN OIRSCHOT,
1989; MURPHY et al., 1995), leva a restricdes de mercado e condena 0s produtos suinos
(DESCHAMPS; LUCIA JUNIOR; TALAMINI, 1998).

Foi descrita pela primeira vez em 1833, nos Estados Unidos (HANSON et al.,
1956) e, no Brasil, em Minas Gerais, por Lacerda (1899).

A infeccdo pode ocorrer de diferentes formas clinicas, dependendo da viruléncia da
estirpe do virus. A forma aguda é causada por uma estirpe do virus virulento e geralmente
resulta em alta mortalidade; a infeccdo com o virus de baixa viruléncia pode ser
desenvolvido sob forma inaparente ou atipica (VAN OIRSCHOT, 1989).

Desde que a PSC foi descrita no Estado de S&o Paulo (PENHA, 1934), a forma
tipica, na qual estdo envolvidas as cepas de alta viruléncia, tem sido a mais freqlientemente
observada. A existéncia de cepas de baixa e moderada viruléncia, ocasionando formas
atipicas de PSC, tem sido descrita na literatura (CARBREY et al., 1966; KORN et al.,
1969; MENGELING & PACKER, 1969; DUNNE, 1973; NECOCHEA, 1974; AYNAUD,
etal.,1977; VANNIER, 1981; MOENNIG & PLAGEMANN, 1992).

Quando uma fémea gestante é exposta a cepa de virus de baixa viruléncia, este, ao
ser transmitido ao feto, pode dar origem a natimortos, leitegada de tamanho reduzido,
como também leitbes aparentemente sadios, mas persistentemente infectados (OIRSCHOT
& TERPSTRA, 1977). Do ponto de vista epidemiologico e econdmico, as infeccdes
uterinas sdo 0 maior perigo atribuido aos pestivirus, em virtude de originar suinos
persistentemente infectados (MOENING & PLAGEMANN, 1992).
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O estado de portador inaparente, foi também citado por AYNAUD (1976), que
associou o0 evento ao uso de vacina cristal violeta que, segundo o autor, conferia protegéo
imperfeita ao rebanho. Muito embora a PSC tenha sido erradicada em alguns paises como
Australia, Canadd, Inglaterra, Islandia, Irlanda, Nova Zelandia, paises escandinavos, Suica
e Estados Unidos, naqueles onde a enfermidade ainda ocorre, ha caréncia de relatos
relacionados a pesquisa do virus em suinos encaminhados a matadouros.

Em 1981, foi instituido o Programa de Combate a Peste Suina (PCPS) que exigia a
adocdo de procedimentos, tais como, diagnostico laboratorial, destruicdo dos animais
positivos, vacinacdo contra PSC (amostra China lapinizada) e identificacdo soroldgica em
nivel de abatedouro para identificar zonas livres da doenca.

Em 1992, foi realizado um processo progressivo de zonificacdo no pais, que foi
iniciado nos Estados da regido Sul, atraves da reformulacdo do Programa que passou a
preconizar a suspensdo da vacinagdo nos grandes centros produtores, criagdo de um
cinturdo de vacinagdo compulsdria em torno dessas areas, controle de transito e criacdo de
fundos de indenizacdo administrados pela iniciativa privada.

O metodo de diagnostico mais utilizado € o isolamento do virus em cultivo celular. O
material utilizado é o sangue, ou suspensdo de 6rgaos do sistema linféide, como tonsilas,
baco, linfonodos, glandulas parétidas e rins. Como este virus ndo é citopatogénico, sdo
usados anticorpos especificos para a identificacdo do virus em cultivo celular. Esta e,
contudo, uma técnica muito lenta, podendo levar até sete dias apos submissdo das amostras
ao laboratério. Alternativamente, pode ser utilizada a técnica de imunofluorescéncia e o
teste de ELISA para a deteccdo dos antigenos virais. A técnica de Real Time Polimerase
Chain Reaction (RT-PCR) pode ser uma alternativa para o diagnostico deste virus
(SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007)

2.5. Circovirose Suina (PCV2)

A sindrome da circovirose suina € uma infeccdo viral de grande importancia
econdmica, com distribuicdo mundial, causada pelo circovirus suino tipo 2 (PCV2)
(ALLAN & ELLIS, 2000). E o menor virus animal descrito, tanto em diametro quanto em

tamanho de genoma. Sua replicacdo ocorre, obrigatoriamente, durante a multiplicacéo
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celular, pois o virus depende de proteinas produzidas durante a fase S da mitose
(STUDDERT, 1993). Os PCVs sdo virus com 17 nm de diametro, icosaédricos, nédo-
envelopados (TODD, 2000).

O Circovirus suino (Porcine circovirus - PCV) foi relatado primeiramente por
Tischer et al. (1974) que, posteriormente, demonstraram que esse virus possuia um
genoma composto de DNA de fita simples e circular, razdo pela qual denominaram-no de
circovirus suino (TISCHER et al., 1982).

A enfermidade foi reconhecida pela primeira vez no Canada, em 1991 e, desde entdo,
tem sido descrita em vérios paises (CLARK, 1997; ALLAN & ELLIS, 2000). Estudos
retrospectivos para detec¢do de anticorpos para PCV1 e PCV2, em amostras de soros suino
coletadas em abatedouros no Canada, em 1985, 1989 e 1997, indicaram que o PCV2 estava
presente nestes suinos pelo menos dez anos antes da primeira identificacdo da Sindrome
Multissistémica do Definhamento Suino - SMDS (MAGAR et al., 2000).

O PCV2 esta presente no Brasil ha longo tempo tendo sido diagnosticado pela
primeira vez em 2000 (CIACCI-ZANELLA & MORES, 2000) e, em um estudo
retrospectivo, demonstrou-se que a circovirose suina esta presente desde 1988 (CIACCI-
ZANELLA & MORES, 2003), mas somente a partir de 2000 a SMDS e a SDNS
(Sindrome da Dermatite e Nefropatia Suina) apresentaram-se de forma clinicamente
evidente, ocasionando prejuizos macicos a suinocultura (CIACCI-ZANELLA et al., 2006).
N&o se sabe a razdo da mudanca da infeccdo de um estado silencioso para uma forma
epidémica (BARBOSA, 2005). Atualmente, acredita-se que a infecgdo esteja disseminada
no rebanho suino brasileiro (BARBOSA, 2005) e de um momento para outro, as doengas
associadas ao PCV2 incluiram-se entre as principais doencas de importancia econdmica
mundial para a suinocultura (CIACCI-ZANELLA et al., 2006).

O PCV suino subdivide-se em dois tipos virais (LIU et al., 2000): o circovirus
suino tipo | (PCV1), detectado inicialmente como contaminante persistente em cultivo
continuo de células de rim suino — (PK15) e que ndo causa sintomatologia clinica em
suinos (TISCHER et al., 1974) e o circovirus suino tipo Il (PCV2) denominado,
primeiramente, PMWS-PCV devido a sua associagdo com a sindrome de refugagem
multissisttémica do leitdo desmamado (SMDLD) (MEEHAN et al., 1998). Atualmente
utiliza-se o termo doengas associadas a circovirose suina (PCVAD), que inclui infeccGes
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sistémicas, PCV2 associado a Pneumonia, PCV2 associado a enterite, PCV2 associado a
problemas reprodutivos e PCV2 associado a SDNS (OPRIESSING et al., 2007).

A severidade da doenca nos rebanhos infectados varia muito de granja para granja
e, até, de pais para pais (OPRIESSNIG et al., 2005). As infeccdes podem causar lesdes nos
tecidos linféides e imunossupressdo (TODD, 2000), porém foram também encontradas
granjas em que uma alta porcentagem de suinos esta infectada com PCV2, mas mantém-se
clinicamente saudaveis (OPRIESSNIG et al., 2005).

A sindrome da circovirose suina pode se manifestar de seis formas diferentes:
SDNS, pneumonias, enterites, falhas reprodutivas, tremores congénitos (KIM et al., 2004;
ALLAN, 2006) e SMDS que € a doenca mais importante e mais estudada (ALLAN &
ELLIS, 2000). Essas infec¢bes caracterizam-se por pneumonia intersticial proliferativa e
necrosante; enterite granulomatosa com ou sem refugagem; falhas reprodutivas que levam
a abortos, natimortalidade, mumificacdo fetal e mortalidade de leitdes pré-desmame com
miocardite perinatal (MIKAMI et al., 2005). Tremor congénito em leitdes e doencas do
sistema nervoso central, que levam leitbes desmamados a morte subita, também ja foram
relatados em associacéo a infec¢do pelo PCV2 (CASTRO, 2007).

O PCV?2 pode ser transmitido de suinos infectados para ndo infectados pela forma
horizontal e vertical; o virus foi detectado em sémen de suino infectado experimentalmente
com PCV2 (LAROCHELLE et al., 2000; KIM et al., 2001). O contato com suinos
infectados, instalagdes, equipamentos e fomites sdo fatores provaveis na transmissao
horizontal do virus; fatores de risco causadores de estresse, como densidade elevada, baixa
qualidade do ar, agua e ragdo, mistura de lotes com procedéncia e idades diferentes e
presenca de enfermidades concomitantes podem intensificar as manifestagdes clinicas e
favorecer o desenvolvimento da doenca (MADEC et al., 2000).

Os prejuizos determinados pela SDMSD, além das mortes, devem-se ao declinio
das taxas de crescimento e a queda na conversdo alimentar determinada pela elevacdo do
namero de suinos refugos e/ou debilitados (CIACCI-ZANELLA et al. 2003).

Até o momento, sabe-se muito pouco sobre o mecanismo patogénico através do
qual 0o PCV2 ¢ capaz de causar circovirose suina. O PCV2 é necessario, mas nao suficiente
para causar a circovirose e co-fatores infecciosos (estirpe do PCV2 e outros
microrganismos) e ndo infecciosos (genética, estresse, nutricdo, manejo, dentre outros) séo

importantes para a manifestacdo do quadro clinico, gravidade das lesGes e elevada carga



20

viral no hospedeiro. A presenga de enfermidades concomitantes pode aumentar a
manifestacdo clinica e favorecer o desenvolvimento da doenca, como 0 parvovirus suino
(PVS), virus da sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos (PRRSV), virus da Doenga
de Aujeszky, dentre outros (KIM et al., 2001; HARMS et al., 2001; MORENO et al.,
2003; ALLAN et al., 2004; ELLIS et al., 2004; RUIZ et al., 2004; FERNANDES et al.,
2006).

O envolvimento do PCV2 nas falhas reprodutivas em suinos tem causado interesse
consideravel, embora esse tipo de ocorréncia ndo seja freqiente em surtos de SDMSD, a
associagdo de PCV2 com disturbios reprodutivos € uma manifestagdo clinica recente
(BOGDAN et al., 2001). Foi descrito primeiramente em duas granjas no Canada (WEST et
al., 1999; O’CONNOR et al., 2001), nos EUA e Oeste da Europa (JANKE, 2000;
OHLINGER et al., 2000).

A associagdo do PCV2 com abortos e natimortos indica que a transmissao
transplacentaria também pode ser um fator importante, se matrizes soro-negativas forem
infectadas durante a prenhez (WEST et al., 1999; ALLAN & ELLIS, 2000; ALLAN et al.,
2004; PENSAERT et al., 2004).). Também foi sugerida transmisséo vertical em surto de
SDMSD em porcos privados de colostro (JOLIE et al., 2000). O agente foi isolado de fetos
abortados no final da gestacdo e natimortos oriundos de granjas com histérico de distdrbio
reprodutivo (HARDING, 2004). Inoculagbes experimentais demonstraram que 0 virus tem
capacidade de replicar e de causar anormalidades nos fetos em diferentes fases da gestacédo
(WEST etal., 1999; LYOO et al., 2001).

Mais recentemente, foram realizados exames retrospectivos em tecidos do sistema
reprodutor de suinos, coletados entre 1995 e 1998 e nenhum antigeno ou &cido nucléico de
PCVL1 e PCV2 foi detectado pelo PCR ou por imunoistoquimica (BOGDAN et al., 2001);
0s autores concluiram que as alteracGes reprodutivas associadas com PCV2 podem
constituir uma recente manifestagdo clinica da doenca e que a transmisséo vertical ndo é o
mecanismo primario para a disseminacao do virus.

Alguns experimentos preliminares tém sugerido que a infeccdo intra-uterina, no
momento do cruzamento, deve ter um papel importante no desenvolvimento de desordens
reprodutivas no terco final da gestacdo (CARIOLET et al.,, 2001). Em contraste, 0s
mesmos pesquisadores observaram que o PCV2 nédo foi capaz de atravessar a barreira

placentéaria quando foi inoculado pelas vias intra-traqueal e intra-muscular, em porcas
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gestantes (CARIOLET et al., 2001). Abortos tém sido esporadicamente associados com a
infeccdo pelo PCV2, em especial, em granjas recentemente formadas (WEST et al., 1999;
SANFORD, 2002).

A determinacdo da ocorréncia da circovirose suina em uma granja € tarefa dificil,
devido as participacfes de co-infeccBes que agravam a doenga ou modificam os sinais
clinicos, mascarando o diagnéstico diferencial. Recomenda-se conjugar pelo menos trés
fatores: historico clinico do plantel, presenca de achados de necrdpsia e demonstracdo do
antigeno viral dentro das lesdes histopatologicas (SEGALES et al., 2005; BARBOSA et
al., 2006; FERNANDES et al., 2006).

Para diagnosticar as falhas reprodutivas devido a infec¢do pelo PCV2 é importante
sequir trés critérios diagndsticos como: presenca de abortos e/ou natimortos e/ou
mumificados, presenca de PCV2 em lesGes do miocardio e presenca em outros tecidos
fetais como nos linfonodos (KIM et al., 2004; MIKAMI et al., 2005; ALLAN, 2006).

O diagnostico definitivo da sindrome da circovirose suina deve ser realizado por
identificacdo de antigenos virais e/ou acido nucléico (DNA) associado ao quadro clinico-
patolégico (CHAE, 2004; ALLAN, 2006). O PCV2 é detectado nos tecidos fetais através
das técnicas de PCR, imunoistoquimica e isolamento viral (WEST et al., 1999;
O’CONNOR et al., 2001). As técnicas de imunofluorescéncia ou imunoperoxidase sao
realizadas para a confirmacdo do isolamento, pois o agente ndo produz efeito citopatico
nos cultivos celulares (ALLAN & ELLIS, 2000). A deteccdo de anticorpos no soro de
suinos para PCV2 pode ser realizada pelas técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI),
imunoperoxidase (IP) e ELISA, sendo a IFI e IP as mais habitualmente utilizadas (ALLAN
et al., 1999; RODRIGUEZ-ARRIOJA et al., 2000; BLANCHARD et al., 2003). Sanchez
et al. (2001) descrevem a tecnica de imunoperoxidase para detec¢do de anticorpos em soro
de fetos expostos ao PCV2 no terco final de gestacéo.

A relacdo do PCV2 com as diferentes sindromes faz com que o agente tenha um
papel importante nas perdas econémicas em granjas de suinos através da morte e queda no
desempenho desses animais. A deteccdo do agente foi relatada em diferentes continentes e
as diferentes associacfes do agente com outros microrganismos (bactérias e virus),
potencializam e modificam os sinais clinicos, dificultando o diagndéstico clinico (CASTRO
et al., 2007).
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A transmissao vertical associada com falhas reprodutivas ja foi reportada (ALLAN
et al., 2004; PENSAERT et al, 2004). Outros estudos assinalam a possibilidade de que
possa haver outras vias de contagio como sémen, fémites, instalaces e contato com suinos
infectados. Desta forma, o uso de inseminacéo artificial, ndo somente para introducéo de
novas genéticas, mas também para melhor controlar a producéo no aspecto de transmissao
de doencas, deve ser mais estudada, pois 0 sémen pode representar uma potente forma de
introducdo de PCV2 no rebanho (LAROCHELLE et al., 2000; CIACCI-ZANELLA et al.,
2003; KIM et al., 2004).

Barbosa et al. (2006) verificaram a existéncia de diferentes perfis soroldgicos de
infeccdo pelo PCV2, pois estes podem estar associados as caracteristicas de imunidade do
rebanho, as condi¢cdes ambientais e de manejo que dificultam ou favorecem a eliminacao

do agente, nas diferentes faixas etarias, dentro do mesmo rebanho.

Doencas causadas por bactéerias

2.6 Brucelose Suina

E uma zoonose de distribuicdo universal e, atualmente, os casos de brucelose
humana tém sido associados a doenca profissional (SANTOS-NETO et al., 1999;
POESTER et al., 2002; GODFROID & KASBOHRER, 2002).

A brucelose é causada por uma bactéria do género Brucella, que sdo pequenos
coco-bacilos gram-negativos que normalmente aparecem isolados, embora, as vezes, aos
pares e até em pequenos grupos. Variam de 0,6 a 1,5u m de comprimento por 0,5 a 0,7 um
de didmetro (ALTON et al., 1988), sdo imdveis, ndo formam esporos e ndo apresentam
capsula (ALTON et al., 1988; ESTEIN, 1999), flagelos ou pili (ESTEIN, 1999).0 género
Brucella possui atualmente sete espécies: Brucella melitensis, Brucella suis, Brucella
abortus, Brucella neotomae, Brucella canis, Brucella ovis e Brucella maris, as quais
apresentam cerca de 98% de homologia genética. Ndo ha especificidade quanto ao
hospedeiro que infectam, mas existe uma predilecdo por determinada espécie animal. EX.
B. suis - suinos (CARTER & CHENGAPPA, 1991).
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A brucelose foi descoberta por Nocard, em 1885, como uma enfermidade humana,
quando descreveu “inumeraveis micrococos” em esfregacos, tendo sua ocorréncia em
animais sido caracterizada apenas alguns anos mais tarde, em 1897, por Bang & Stribolt. O
primeiro isolamento da Brucella suis foi realizado por Von Hutyra, em 1909, de um aborto
epidémico suino. Com o passar do tempo, a infec¢do animal ganhou destaque, ficando a
infeccdo humana em segundo plano na maioria dos paises. Essa situacdo esta relacionada
ao fato de a infeccdo humana ficar restrita a determinadas areas geograficas onde €
endémica a ocorréncia de Brucella melitensis, a espécie mais patogénica para humanos ou,
entdo, a determinados grupos ocupacionais mais expostos ao risco de infeccdo, em &reas
onde ndo ocorre a mesma.

Como regra geral, as brucelas tém predilecdo por 6rgéos reprodutivos de animais,
machos e fémeas, sexualmente maduras.

A brucelose suina é causada pela Brucella suis, prevalente na América Latina e
Asia e eventualmente nos Estados Unidos. A doenca manifesta-se com leses inflamatdrias
cronicas nos 6rgaos reprodutivos e também podem ocorrer lesdes em 0ssos e articulagdes.
A infeccdo e transmitida por ingestdo ou pelo coito e pode ser autolimitante em alguns
casos (QUINN et al., 2005). Causa transtornos reprodutivos graves, tais como, abortos em
qualquer fase de gestagdo, normalmente 33 dias apés a infeccdo da fémea (MATOS et al.,
2004), natimortos, queda na producdo de leitbes e endometrite em porcas; nos machos
causa orquite, alteracdes nas glandulas acessorias, perda de libido, esterilidade temporaria
ou permanente; em leitdes geralmente ocasiona espondilite associada a paralisia dos
membros posteriores e transtornos ésseos e articulares tais como: claudicacdo,
incoordenacdo e paralisia posterior, levando a eliminacdo de animais de alto valor
zootécnico (METCALF et al., 1994; QUINN et al., 2005; ALMOND et al., 2006) e,
conseqlientemente, enormes prejuizos econémicos, ocasionados pela faléncia reprodutiva,
traduzidos pela queda na producdo de leite e de carne, sdo agravados pela desvalorizacéo
comercial dos animais e dos rebanhos acometidos (MAPA, 2008).

Além dos problemas causados a saude publica, a brucelose também gera prejuizos
econémicos ao tornar o produto vulneravel as barreiras sanitarias, comprometendo a sua
competitividade no comércio internacional (BRASIL, 2003).

Os 6rgdos de predilecdo séo aqueles em que h& maior disponibilidade de elementos

necessarios para seu metabolismo, como o eritritol que estad presente no Utero gravidico,
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tecidos mamarios, Osteo articulares e 6rgaos do sistema reprodutor masculino (CARTER &
CHENGAPPA, 1991).

A doenca dissemina-se rapidamente na granja, com taxas de morbidade entre 50-
80% e pode comportar-se como epidemia quando recém introduzida numa criagéo,
causando surtos de abortos e a mortalidade entre adultos é insignificante (MATOS et al.,
2004). A bacteremia ocorre de uma a sete semanas apés a infeccao e persiste em torno de 5
semanas. Tem sido observada bacteremia intermitente ocorrendo entre uma semana a 34
meses. A infeccdo no macho pode persistir durante toda a vida (MATOS et al., 2004).

A OIE classifica a brucelose como uma doenca da lista B, onde estdo incluidas as
enfermidades que tém importancia soOcio-econdmica e/ou para salde publica e
conseqiiéncias significativas no comércio internacional de animais e seus produtos (OIE,
2008).

De acordo com a Normativa 19, de 15 de fevereiro de 2002, toda granja de suideos
certificada (GRSC) devera ser livre de brucelose, sendo esta doenca de notificacdo
obrigatdria. Os animais deverdo ser submetidos a provas sorologicas com intervalo de 6 em
6 meses, utilizando o antigeno acidificado tamponado, devendo 0s soros reativos serem
submetidos a provas complementares do 2-Mercaptoetanol (2-ME) ou fixagdo de
complemento (FC ou RFC) (MAPA, 2002).

No Brasil, a brucelose suina ja foi considerada a principal fonte de infeccdo para
humanos, sendo a B. suis altamente patogénica para o homem, suplantada apenas pela B.
melitensis (BLAHA, 1989; PENNY, 1994).

A brucelose suina, com a tecnificacdo na exploracdo comercial dessa espécie, teve
uma reducdo acentuada de prevaléncia, embora focos esporadicos ainda possam ocorrer
mesmo em granjas tecnificadas. Estudos soroldgicos no Brasil revelaram que as maiores
taxas de soropositivos sdo obtidas em trabalhadores de frigorificos e pessoal técnico ligado
a &rea (MATTOS et.al., 2004).

O sorodiagnéstico é a base do combate a brucelose em rebanhos. Permite o
monitoramento tanto de propriedades como de regides inteiras, além de vigiar zonas de
onde a doenca ja foi erradicada. Todos os testes devem ser utilizados respeitando-se as
normas técnicas estabelecidas pelos organismos internacionais, com antigenos
padronizados e especificos para cada prova (ALTON, 1988). Os principais testes, para

brucelose, sdo os que buscam detectar anticorpos no soro e no leite.
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O Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) no Brasil, em 10 de janeiro de 2001, preconizou o uso do Teste do Antigeno
Acidificado Tamponado (TAAT), que é uma prova qualitativa rapida, pratica e de boa
sensibilidade (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD- OMS, 1986; BRASIL,
2001) como prova de triagem e, como provas confirmatorias 0 2-ME que tem sua
especificidade aumentada por inibicdo da atividade aglutinante da IgM mediante processo
quimico, que consiste no tratamento do soro com a droga 2-ME (TIMONEY et al.,1988;
BRASIL, 2008) e a RFC (BRASIL, 2008).

O Codigo Zoosanitanio Internacional da OIE refere a RFC como um importante
suporte técnico e exigéncia do mercado externo e a recomenda como prova confirmatéria,
triada pela TAAT (OIE, 2008).

Alton et al. (1975), Araj et al. (1988) e Cooper (1992) relataram que o teste indireto
de referéncia para triagem ainda € a soroaglutinacdo répida em placas - TAAT, cuja
modalidade mais conhecida é o Teste Rosa Bengala (TRB). Se houver necessidade, podem
ser empregados como testes confirmatorios a RFC, a Prova do 2-ME ou o teste de
Coombs, mais especificos e eficientes na deteccdo de infeccBes cronicas (CARTER &
CHENGAPPA, 1991; METALCALF et al., 1994).

2.7 Leptospirose Suina

A leptospirose é uma zoonose de ampla distribuicdo geogréfica, geralmente de
carater ocupacional (ALMEIDA et al., 1994), representando risco para a saude publica
(FAINE et al., 1999). E classificada como uma doenca da lista B (OIE, 2008). E uma
importante causa de prejuizos em rebanhos de reproducdo, no entanto, o impacto
econdmico da doenca esta restrito a criagfes industriais do hemisfério Norte, Nova
Zelandia, Argentina e Brasil (CLARK, 1996; MAILLOUX, 2001).

A etiologia da leptospirose foi demonstrada inicialmente em 1915, no Japdo e na
Alemanha e, até 1989, a classificacdo foi apenas soroldgica, onde o género Leptospira foi
dividido em duas espécies, a Leptospira interrogans, que compreende todas as estirpes
patogénicas ao homem e aos animais; a Leptospira biflexa, reunindo as estirpes sapréfitas

isoladas do ambiente. Para a Leptospira biflexa foram descritos mais de 60 sorovares
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(FAINE, 1994; LEVETT, 2001).

A espécie L. interrogans esta dividida em sorogrupos, ou seja, as que apresentam
analogias antigénicas sdo classificadas no mesmo sorogrupo. S&o reconhecidos 23
sorogrupos e sao divididos em mais de 212 sorovares (ELLIS, 1999). Campbell &
Peerbaye (1992) afirmaram que os sorovares de maior frequéncia de registro na espécie
suina no mundo sdo: pomona, tarassovi, canicola e icterohaemorrhagiae. A Leptospira
interrogans, sorovar pomona é o patégeno mais importante do grupo de leptospiras para o
suino. Entretanto, outros sorovares como icterohaemorrhagiae, grippotyphosa, canicola e
bratislava também tém sido isoladas (BOLIN et al., 1991; WILLIAM et al., 1992).

A primeira referéncia encontrada na literatura sobre a transmissdo da leptospirose
de suinos a humanos é de Wagener, em 1942, na Alemanha (GUIDA, 1958) e no Brasil foi
descrito por Guida et al. (1959).

Os sintomas em suinos jovens sdo inespecificos como: febre, ictericia, anorexia e
hemoglobindria. Nas matrizes o problema é de esfera reprodutiva, gerando abortamentos,
partos distocitos, leitegadas pequenas, baixo nimero de nascidos totais, mumificacao fetal,
descarga vulvar, natimortos e nascimento de leitdes fracos, de baixa viabilidade pos parto,
aumentando significativamente o indice de mortalidade (BRADKE, 2001; EDWARDS,
1979; VASCONCELLOS, 2004).

A doenca apresenta-se de duas formas: aguda, que coincide com a leptospiremia e
observa-se perda de apetite, febre e apatia dos animais e a forma crénica, na qual acorrem
abortamento no terco final da gestagdo, repeticdo de cio, mumificacdo fetal,
natimortalidade, nascimento de leitdes fracos, baixo nimero de leitdes nascidos, descarga
vulvar e morte embrionéria (ELLIS, 1989; RAMOS et al., 2002).

Os suinos infectam-se através do contato com agua ou alimentos contaminados,
com urina, fetos abortados e descargas uterinas de animais portadores. A infeccdo pode
ocorrer pelas vias oral, venérea, pele lesada, conjuntiva ou outras mucosas (SANTA ROSA
et al., 1980). O periodo de incubagéo ¢ de 2 a 5 dias, ocorrendo dissemina¢do hematdgena
com localizacdo e proliferacdo em Orgaos parenquimatosos, particularmente figado, rins,
baco e, algumas vezes, nas meninges (ROSE, 1966). A leptospiremia dura, em geral, de
dois a trés dias, hd uma fase febril discreta e, ja no quarto dia, as leptospiras estdo presentes
nos rins, onde se localizam no Iimen dos tdbulos proximais, causando nefrite intersticial

(CORREA, 1992). Também penetram e multiplicam-se nos fetos, podendo levar a morte e
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reabsorcdo fetal, abortamento ou prole fraca. Embora existam muitos sorovares de
leptospiras, somente alguns s&o usualmente endémicos em determinadas regides. As
leptospiras tendem a persistir em lugares como tdbulos renais, olhos e Utero, onde a
atividade de anticorpos é minima (BASTOS, 2006; SARAZA & SANCHEZ-VAZCAINO,
2002).

Ellis et al. (1986) constataram a persisténcia de leptospiras em fémeas suinas que
abortaram, confirmando a presenca da bactéria nos rins e tecidos genitais em até 147 dias
apos o abortamento. Soto et al. (2006), em fémeas suinas desafiadas com Leptospira
interrogans, sorovar canicola, relataram a transmissdo vertical da leptospirose suina com o
nascimento de leitbes saudaveis e identificacdo da positividade pela técnica de PCR em
diversos Orgaos destes animais.

E sabido que as vacinas contra a leptospirose, em suinos, previnem a doenca.
Entretanto, a especificidade dos sorovares limita a eficiéncia de vacinas mortas com
células integras (KOIZUMI & WATANABE, 2005). White et al. (1982) observaram uma
significativa queda na taxa de abortamento e de mortalidade fetal em suinos vacinados com
duas vacinas comerciais contra a leptospirose suina. Lobo et al. (2004) admitiram que a
alteracdo observada na predominéncia de sorovares de leptospiras, em testes sorolégicos
efetuados em suinos, deveu-se a pratica da vacinagao.

Um estudo realizado em fetos suinos abortados revelou uma prevaléncia de
leptospirose em 9,8% dos casos (KIRKBRIDE et al.,, 1978). Ellis (1986), em uma
investigacdo de causas de aborto e mumificagdo fetal, revelou o isolamento de
Leptospirainterrogans sorovar australis em 91% dos isolados.

O diagndstico da leptospirose suina pode ser realizado através de sinais
epidemioldgicos da doenca, clinicos dos animais e confirmados por diferentes métodos
laboratoriais baseados na deteccédo direta ou indireta do agente (GENOVEZ, 2007; FAINE
etal., 1999).

A técnica de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) é o método de referéncia e
revela anticorpos contra antigenos estruturais das leptospiras (leptospiras mortas ou
destruidas). Caracteriza-se por ser um teste de baixa sensibilidade, grande especificidade,
ndo identifica portadores e ndo diferencia infeccdo de campo e vacinagdo. De acordo com
0 Ministério da Saude, o animal positivo deve apresentar 50% ou mais de aglutinacdo em
relacdo ao controle (BADKE, 2001; SHIMABUKURO, 2003).
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Outros métodos de diagndsticos sdo: exame a fresco em campo escuro, coloragao
pela prata, imunofluorescéncia direta, cultivo em laboratério, inoculagdo em animais de
laboratdrio e o método de PCR (FAINE et al., 1999). Recentemente, varios estudos tém
demonstrado que a técnica de PCR é mais especifica, sensivel e rapida para o diagnostico
da leptospirose, sendo uma importante ferramenta diagnéstica (SHIMABUKURO, 2003;
VASCONCELOS, 2007).

O diagnostico em produtos fetais geralmente é dificil, sendo realizado na maioria
das vezes atraves da técnica de imunofluorescéncia a partir de amostras de fluido fetal
(BOLIN et al., 1991), PCR (VITALE et al., 2005) e imunoistoquimica (SCANZIANI et al.,
1991).

Embora esteja disponivel, na atualidade, um grande nimero de técnicas para o
diagnostico laboratorial de rotina para leptospirose, nenhuma associa as exigéncias de
sensibilidade, especificidade e praticidade (SHIMABUKURO, 2003).

O controle e a prevengdo da doenga envolvem medidas higiénicas, de manejo,
vacinacdo e tratamento medicamentoso, tudo isto visando a diminuicdo da quantidade de
leptospiras langadas no ambiente, além da identificacdo e eliminacdo dos fatores que
ampliam a sobrevivéncia do agente em auséncia de parasitismo (DELBEM et al., 2004). O
controle de roedores também é muito importante, uma vez que estes sdo a principal fonte
de eliminacdo da bactéria (BRADKE, 2001; RENDE, 2007; VASCONCELOS, 2007;
SOTO, 2007).

O uso de desinfetantes alcalinos (ex: soda caustica) e detergentes, juntamente com
programa de desinfeccdo, manejo “todos dentro todos fora”, sdo medidas essenciais, de
importancia para eliminar as bactérias das instalacdes (DELBEM et al., 2004; SOTO,
2007).

A imunizacdo de animais suscetiveis deve ocorrer com vacinacdo a cada seis
meses, com vacina que apresente 0S sorovares das leptospiras presentes na regido
(DELBEM et al., 2004; SOTO, 2007). As vacinas anti-leptospirose suina disponiveis no
mercado brasileiro sdo constituidas de bactérias integras inativadas polivalentes. Os
sorovares comumente presentes sdo: bratislava, canicola, copenhageni, grippotyphosa,
icterohaemorrhagiae e pomona (CARVALHO, 2005; SOTO, 2007). Eventualmente, a
vacinacdo ndo impede o desenvolvimento da doenca, mas ela apresenta uma evolucéo

menos severa da doenca e ndo determina prejuizos econdmicos (CARVALHO, 2005).
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Apesar das limitagdes das vacinas contra a leptospirose, Frantz (1989) relata reducdo na
taxa de natimortos em rebanhos de suinos tratados com bacterinas contendo cinco ou seis
sorovares. Existe o consenso de que a protecdo conferida por bacterinas anti-leptospira é
sorovar especifica (PRESCOTT et al., 1991), no entanto, ja foi observada a protecédo
cruzada entre representantes de um mesmo sorogrupo (COSTA et al., 1998; TABATA et
al., 2002). A reacdo cruzada, conferindo protecdo a partir de soros de individuos
vacinados, é a base do desenvolvimento de novas vacinas que poderdo conferir protecéo
cruzada, juntamente com estudos e producéo de vacinas a partir de gens da L. interrogans
podem ser um futuro para a protecdo contra a leptospirose suina (SOTO, 2007).

Apesar de todas estas técnicas, a prevencdo da leptospirose suina é largamente
dependente de medidas de saneamento da granja e de diagndstico da doenca, que muitas
vezes sao dificeis de serem implementadas, principalmente em regides onde a suinocultura
ndo é tecnificada, gerando um problema para o controle e erradicacdo da doenga no mundo
(DELBEM et al., 2004; SOTO, 2007).

2.8 Erisipela Suina

A erisipela suina (ES) ou ruiva ¢ uma doenca causada por bactérias do género
Erysipelothrix spp., um bastonete Gram-positivo, anaerobio facultativo, ndo-movel, nao
esporulado e que pode ser filamentoso (WOOD, 1999). Atualmente, reconhece-se 24
sorotipos, distribuidos entre as espécies E. rhusiopathiae (sorotipos 1, 2, 4, 5, 6, 8, 9, 11,
12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 21 e N) e E. tonsillarum ( 3, 7, 10, 14, 20,22 e 23). Estudos de
hibridizacdo de DNA sugerem que 0 género Erysipelothrix compreende quatro espécies,
sendo E. rhusiopathiae, E. tonsillarum, e que E. rhusiopathiae sorovar 13 e E.
rhusiopathiae sorovar 18 seriam espécies diferentes (TAKAHASHI et al., 1992).
Entretanto, poucos estdo associados com doenca clinica (WOOD & HARRINGTON,
1978; EAMENS et al., 1988).

E uma doenca de distribuicdo mundial (PENRITH & SPENCER, 2004), de carater
hemorragico e que usualmente cursa com lesbes cutdneas, articulares, cardiacas ou
septicémicas em suinos, além de aborto e mumificacdo fetal e de outros transtornos
reprodutivos (HOFFMANN & BILKEI, 2002). Adicionalmente, baixa fertilidade,
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caracterizada por aumento na taxa de abortos e natimortos e nascimento de leitegadas
pequenas tem sido atribuida a infecgdo cronica por Erisipela suina (HOFFMANN &
BILKEI, 2002), podem também estar associadas a epidemias de aborto (HOLLER, 1994).

Suinos de todas as idades podem se infectar, mas animais entre dois e 12 meses e
porcas prenhes sdo as categorias mais susceptiveis (WOOD, 1999).

Conforme Haesebrouck (2004), de 30-50% dos suinos sdo portadores da bactéria
que infecta as tonsilas e outros 6rgdos linféides sem causar sinais clinicos sistémicos.

O reservatorio natural mais importante de E. rhusiopathiae é o suino doméstico
(WOOD, 1999), que durante a infeccdo aguda pode elimina-la nas fezes, urina, saliva e
secregdes nasais (WOOD, 1999; RADOSTITIS et al., 2003). Em um rebanho, tanto casos
esporadicos quanto diversos casos de doenca septicémica aguda podem ocorrer. A bactéria
permanece viavel no solo, na 4gua, na cama e nos alimentos (RADOSTITIS et al., 2003).

O diagndstico clinico da ES é considerado facil, quando ha lesdes de pele
consideradas patognoménicas (WABACHA, 1998; PESCADOR et al., 2007). Entretanto,
septicemia aguda ou subaguda sem lesGes caracteristicas na pele podem ser confundidas
com peste suina africana e infecgdes sistémicas por Salmonela spp., Streptococcus spp e
Pasteurella spp. (WABACHA, 1998). Além de problemas septicémicos, que podem
provocar mortes subitas principalmente em fémeas suinas reprodutoras (FRIENDSHIP &
BILKEI, 2007), a infeccdo por Erysipelothrix rhusiopathiae também pode ocasionar
transtornos reprodutivos caracterizados por endometrite e aborto (PENRITH & SPENCER,
2004), aborto no final de gestacdo (KEMENES & SZEKY, 1971), mumificacdo fetal,
aumento da natimortalidade e nascimento de leitegadas reduzidas (HOFFMANN &
BILKEI, 2002). Na grande maioria dos casos, sinais clinicos como apatia, febre, anorexia,
vomitos (LOVEDAY, 1962; WOOD, 1999) e descargas vulvares (HOFFMANN &
BILKEI, 2002) sdo frequentes.

O diagnostico pode ser realizado através de exames bacterioldgicos, soroldgicos e
moleculares (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007). No ELISA consideram-se
positivas amostras de soro que apresentem titulo de 40 ou acima. A vacinacdo com
adjuvante aquoso induz titulacdo media de 60 e ndo mais que 120 e oleosa de 120-200
(HIPRA, 2008).

A imunoprofilaxia com o uso de bacterinas comerciais tem sido indicada, entretanto,

0s resultados sdo controversos em relacdo a prevencdo da doenca (IMADA et al., 2004;
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EAMENS et al., 2007). Em granjas com problemas por ES a prevencdo da doenca por
métodos convencionais tem sido realizada com a utilizacdo de antibidticos a base de
penicilina e/ou oxitetraciclina pela via oral ou parenteral (SOBESTIANSKY &
BARCELLOS, 2007).

Doenca causada por protozoario

2.9 Toxoplasmose

A toxoplasmose é causada pelo Toxoplasma gondii, parasito pertencente ao Reino
Protista (LEVINE et al., 1980). O primeiro relato do protozoario ocorreu em 1908, por
Nicolle & Manceaux, na Tunisia, Africa (NICOLLE & MANCEAUX, 1909) e
posteriormente por Splendore, na cidade de S&o Paulo (SPLENDORE, 1908). Desde entéo
se tem realizado levantamentos da infec¢do toxoplasmica em quase todos 0s continentes.
Esse parasito € um coccidio intracelular obrigatorio que pode ser encontrado de trés
formas: taquizoitos, bradizoitos ou cistos teciduais e oocistos, este Gltimo somente no
intestino dos felideos. O homem, animais selvagens e domésticos e também 0s passaros
sdo os hospedeiros intermediarios e os hospedeiros definitivos sdo os felideos, pois so
neles ocorre o ciclo sexuado do parasito, com a eliminacdo de oocistos que no ambiente
esporulam e se tornam infectantes (DUBEY, 1998; KAWAZOE, 2005).

O gato é considerado a principal fonte de infeccdo para suinos e demais espécies de
vertebrados, atraves da contaminagdo da &gua e da racdo com oocistos (VIDOTTO et al.,
1990; ARAUJO, 1999). Os suinos podem, também, ingerir cistos teciduais comendo
roedores infectados ou carne infectada, oferecida na forma de restos ou adquirir infeccao
transplacentaria (GIRALDI et al., 1991; LINDSAY et al., 1992).

A patogenia e sinais clinicos sdo bem variados, ocorrendo desde casos benignos
com febre e discreto aumento ganglionar, até casos de grave comprometimento do sistema
nervoso central, alteracdes oculares provocando cegueira, comprometimento do sistema
reprodutivo provocando aborto (NEVES, 2003; SILVEIRA, 2001). A infeccdo natural dos
hospedeiros, em geral, é adquirida, principalmente, pela ingestdo de cistos através do

consumo de carne crua ou mal cozida ou através de oocistos em alimentos contaminados
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(MORENQO et al., 2007).

O primeiro relato, em humanos foi feito por Castellani, em 1913 (PI1ZZI, 1997). A
toxoplasmose, do ponto de vista epidemioldgico é uma infeccdo de ampla distribuicéo
geografica, pois esta presente em todo planeta, com indices de soropositividade variando
de 23 a 83%, dependendo de alguns fatores: climaticos, socioecondmicos e culturais. A
infeccdo ocorre em todos os mamiferos e aves (NEVES et al., 2003).

A toxoplasmose leva a dois graves problemas: falhas reprodutivas em animais de
producdo e implicacdes na salde publica, associadas ao consumo de carne ou leite
contaminados (CIACCI-ZANELLA et al., 2000) .

A infecclo transplacentaria pode causar aborto ou nascimento de filhotes com
sinais clinicos severos, podendo causar morte (DUBEY, 2005).

A toxoplasmose suina foi diagnosticada primeiramente nos Estados Unidos por
Farrel et al. (1952), em rebanho com mortalidade em todas as faixas etarias. No Brasil, foi
diagnosticado em suinos pela primeira vez por Silva (1959), em Minas Gerais, pelo
encontro dos protozoarios nos pulmdes, coracdo, figado e linfonodo mesentérico, em um
suino de 28 dias de idade, de uma leitegada, da qual dois leitdes ja haviam morrido nos
primeiros dias de vida (SILVA, 1959)

Os suinos adquirem a toxoplasmose principalmente pela ingestdo de agua e de
racdo contaminada com fezes de felinos. A maioria das infecgbes sdo sub-clinicas,
ocorrendo doenca clinica em neonatos e leitdes jovens e a ocorréncia de aborto (MORENO
et al., 2007). Pode causar abortos, natimortos, presenca de fetos mumificados e de leitdes
com viabilidade baixa. A toxoplasmose ja foi reportada no Brasil associada a parvovirose,
causando elevada taxa de mumificacdo (CIACCI-ZANELLA et al., 2001). Nesse trabalho
0s autores relataram, além da elevada taxa de fetos mumificados, 100% das 30 matrizes
pesquisadas eram positivas sorologicamente para T. gondii.

Porcas inoculadas com taquizoitos de T. gondii durante a gestacdo, abortaram ou
apresentaram fetos mumificados e leitGes aparentemente normais (VIDOTTO et al., 1987).
Nos suinos adultos, os sinais incluem febre, cegueira, fraqueza e queda no ganho de peso
(MORENO et al., 2007).

O diagnéstico laboratorial pode ser realizado pela demonstracdo do coccidio
(parasitolégico) ou por métodos indiretos (imunoldgico) e por biologia molecular. A

pesquisa direta do T. gondii pode ser feita a partir de diversos componentes organicos
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como sangue, liquido cefalorraquidiano, saliva, leite, escarro, medula 6ssea, cortes de
placenta, além de contetdos de infiltrados cutneos, do baco, figado, musculos e
linfonodos (NEVES et al., 2003; MORENO et al., 2007). Diversas provas imunologicas
tém sido utilizadas na avaliacdo da infeccdo toxoplasmica como reacdes de
hemaglutinacdo (HAI), imunofluorescéncia indireta, aglutinagdo por imunoabsorc¢ao
(ISAGA), ensaio imunoenzimatico (ELISA) (COSTA et al., 2007).

O diagnostico imunologico é feito pela presenca de anticorpos especificos, através
de sorologia. A hemaglutinacdo indireta (HAI) foi descrita pela primeira vez, em 1957, por
Jacobs & Lunde, como uma técnica que revela constituintes citoplasmaéticos de origem
protéica (VIEIRA et al., 2005). A imunofluorescéncia indireta (IFI), que revela anticorpos
IgM ou 1gG, dirigidos contra os antigenos de superficie do T. gondii, de acordo com o
conjugado anti-gamaglobulina utilizado (CAMARGO, 1974). No Brasil estas técnicas tém
sido utilizadas por varios autores para levantamentos soroldgicos da toxoplasmose suina,
com valores bastante distintos entre as regides analisadas (GARCIA et al., 1999; FIALHO
& ARAUJO, 2003; VIEIRA et al., 2005). Estas diferencas quanto a freqliéncia de soro-
reagentes a T. gondii € um importante fator a ser estudado, correlacionando os diferentes
sistemas de manejo na criacdo de suinos que possam estar servindo como fonte de infec¢do
a estes animais e, desta forma, servir de fonte de infecg¢do a populacdo humana. Os estudos
de prevaléncia de T. gondii na espécie suina tém grande relevancia por ser esta espécie
considerada uma das principais fontes de infeccdo para a espécie humana, especialmente
pela ingestdo de carne mal cozida (DAVIES et al., 1998). Estes estudos servem para
avaliar, além da ocorréncia desta infec¢do, o risco a que estdo expostos 0s humanos que
ingerem carne em determinada regido (ISHIZUKA, 1978; D'ANGELINO & ISHIZUKA,
1986).

Recentemente, foram detectados anticorpos para o T. gondii pela técnica de HAI,
em 16% dos soros testados de fémeas reprodutoras de criagcGes de suinos tecnificadas,
indicando que o T. gondii esta presente nestas criacBes e é capaz de infectar estes animais
(VIEIRA et al., 2005).

O diagnostico soroldgico da toxoplasmose deve ser corretamente interpretado para
diferenciar infeccdo de doenca. Se a intencdo é avaliar a imunidade do paciente, os testes
soroldgicos que detectam anticorpos da classe 1gG séo suficientes (CAMARGO, 1996)
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2.10 Revisao dos testes utilizados

a) Inibicdo da Hemaglutinacéo (HI)

O método de HI é utilizado para mensurar anticorpos, capazes de reagirem com
antigenos capazes de induzir aglutinacdo de hemacias. Alguns microorganismos possuem,
em sua superficie, estruturas capazes de se ligar a receptores presentes nas hemacias,
produzindo o fenbmeno de hemaglutinacdo (HA). Essas estruturas sdo formadas de
glicoproteinas e sdao chamadas de hemaglutininas (MADRUGA et al., 2001).

A ligacdo do patdgeno com o receptor da hemécia de suino é regida primariamente
pela especificidade estrutural, contudo, ainda influenciam fatores como pH, temperatura,
concentracdo e composicdo iénica do meio (BERCHIERI & MACARI, 2000). Neste
método a presenca de anticorpos capazes de inibir a reacdo de HA do patdgeno determina
sua identificagdo sorologica.

O metodo de HI é freqlientemente utilizado para pesquisa e titulacdo de anticorpos
contra o parvovirus suino. A técnica baseia-se na determinacao de anticorpos que impedem
a reagdo de hemaglutinagdo. As vantagens da HI séo o baixo custo, a possibilidade de se
titular os anticorpos, sua elevada sensibilidade e especificidade, o que proporciona a esta
prova soroldgica ser considerada prova “padrdo ouro”, mesmo em comparagdo a outros
métodos mais modernos e custosos (STREK et al., 2007). Entre as desvantagens estdo as
dificuldades na montagem e padronizagdo da prova e na manutenc¢do do virus padrao, além
das variagdes que podem ocorrer nos resultados entre diferentes laboratérios ( FREITAS,
2006).

Para a execucdo do HI, é antes necessario revelar a atividade biologica do agente
contra o qual o soro serd testado, efetuando a constatacdo da HA. Para isto, uma suspenséo
de hemacias é incubada em repouso com dilui¢des seriadas do agente por um determinado
tempo e temperatura. Geralmente utilizam-se placas de microtitulagdo com 96 pogos com
fundo em V, o que torna o processo mais simples e de facil execucdo. Apds a incubacéo é
realizada a leitura de hemaglutinacdo. As hemacias que aglutinarem por acdo do agente,
irdo sedimentar no fundo da cavidade. Devido a aglutinacdo, formardo uma fina camada de
hemécias aglutinadas sob a superficie da cavidade semelhante a um tapete. As hemécias

que ndo hemaglutinarem também irdo sedimentar, entretanto, formardo um aglomerado
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(botdo) de hemacias que ird se deslocar ao inclinar a placa. A maior diluicdo capaz de
produzir completa aglutinacdo das hemécias corresponde ao titulo do agente testado a uma
unidade hemaglutinante. Apos titulada a suspensao antigénica (agente), € comum empregar
de quatro a oito unidades hemaglutinantes em um teste (BERCHIERI & MACARI, 2000;
MADRUGA et al., 2001; TIZARD, 2002). Se na amostra de soro houver a presenca de
anticorpos especificos contra o agente, os mesmos irdo se ligar na hemaglutinina do
patogeno e impedir que ocorra a hemaglutinacdo. Caso ndo haja anticorpos no soro, a

hemaglutinina ficara ativa e ira ocorrer a hemaglutinacéo.

b) Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

O teste de Elisa foi descrito pela primeira vez em 1971, este, se baseia na reacao
antigeno-anticorpo sob reacdo enzimatica que da origem a campo de coloragdo
caracteristica. Estes exames sdo utilizados como ferramenta de diagndstico dos casos
clinicos, sendo que sua aplicacdo pode servir para localizacdo de problemas sub-clinicos
ou para estabelecer estratégias e medidas de controle como no caso do uso da sorologia
para estabelecer um soroperfil dos animais e humanos. As vantagens oferecidas pela
técnica sdo a praticidade, alta sensibilidade, podendo ser utilizada para detec¢do de
antigeno e anticorpos no soro, leite e secrecfes, além de poder ser especifica para uma
determinada classe de imunoglobulinas (IgG, IgM, IgA ou IgE) e pela automacdo, pois
pode-se testar um grande nimero de amostras ao mesmo tempo. Como desvantagens: o
custo dos kits (micro-placa, reagentes) e espectrofotobmetro de placa. Pode-se diagnosticar:
VDA, PSC, PRRS, brucelose, PVS, dentre outros. Tem sido a técnica mais utilizada na
monitoria e diagnostico de doencas de suinos, devido a possibilidade de automacéo que a
técnica oferece (QUIN, 2005).

A deteccdo de um antigeno imobilizado sobre uma placa de poliestireno, mediante
anticorpos que, direta ou indiretamente, produzem uma reagdo e, posteriomente,
adicionado um cromdgeno para que o0 resultado possa ser mensurado por um
espectofotdmetro que mede a absorbancia no comprimento de onda, que varia entre 340 e
650nm, de acordo com o cromdgeno utilizado. Esta absorbancia sera proporcional a
guantidade de anticorpo ou antigeno especifico presente em cada amostra testada
(MADRUGA, 2001; TIZARD, 2002).
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Existem varios tipos de ELISA, dentre eles, o indireto é o0 método de ELISA mais
utilizado. Ele consiste na sensibilizagdo de micro-placa de poliestireno com um
determinado antigeno e, a seguir, adiciona-se as amostras de soro a serem testadas,
realizando incubacdo e lavagens e, se houver anticorpos especificos no soro, eles irdo
permanecer fixados ao antigeno. Apos, adiciona-se um anti-anticorpo conjugado a uma
enzima, chamado simplesmente de conjugado, realizando nova lavagem e adicionado o
substrato que inicia uma reacdo em contato com a enzima resultando em mudanca de
coloracdo. Deste modo, se houver anticorpos no soro, o conjugado ira se ligar,
possibilitando a mudanca de coloragdo (BERCHIERI, 2000).

¢) Imunoperoxidase em monocamada (IPMA)

A técnica usada no presente trabalho seguiu a metodologia descrita por Balasch
(1999) e Rodrigues-Arrioja et al. (2000), com modificacbes propostas por Gava (2006) e
Barbosa (2008).

A Imunoperoxidase em monocamada (IPMA) ou Imunocitoquimica (ICQ) € o
conjunto de técnicas que usam anticorpos para identificar moléculas que funcionam como
antigenos, nos tecidos. Esta identificagdo ocorre devido a reagdes especificas, interacdo
anticorpo-antigeno, que confere cor aos compostos que se pretendem estudar/demonstrar,
permitindo a sua visualizagdo ao microscopio dptico Os anticorpos podem ser mono ou
policlonais, isto &, ter origem de uma Unica linhagem de produtores de anticorpos ou de
maltiplas linhagens. (RODRIGUEZ-ARRIOJA et al., 2000) Para a visualizacdo da reacdo
antigeno-anticorpo  pode-se usar fluoresceinas, complexo avidina-biotina (ABC),
peroxidase-anti-peroxidase, dentre outros. Esses “reveladores” podem estar associados ou
ndo a um anticorpo e podem precisar ou ndo de um novo procedimento com algum corante
especifico para serem visualizados (BALASCH, 1999 ). Como os anticorpos séo moléculas
bastante grandes, que ndo tém acesso direto ao citoplasma, torna-se necessario fixar e
permeabilizar as células. A fixacdo tem também a vantagem de permitir que o sinal do
anticorpo secundario tenha um tempo de vida mais longo.

Rodriguez-Arrioja et al. (2000) relataram que a importancia dessa técnica esta
relacionada a obtencdo de resultados que auxiliam o entendimento do padrdo de infeccéo
dentro do rebanho, sendo possivel tracar estratégias de controle e realizar estudos

epidemioldgicos.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpo�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido�
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Nawagitgul et al. (2002) comentaram que IPMA exige experiéncia, ndo somente na
preparacdo do cultivo celular, mas também na acurdcia de interpretacdo dos resultados,
pois como demonstraram McNair et al. (2004) ocorre uma grande variacdo nos titulos

obtidos entre diferentes laboratorios.

d) Técnica de soro aglutinacao rapida em placa

E 0 método soroldgico mais simples e comumente utilizado. E um método sensivel,
quantitativo, porém de baixa especificidade. Muito utilizado para triagem em populagdes
suinas para doengas como leptospirose, erisipelose, brucelose, dentre outras
(SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007). E realizado sobre uma superficie de vidro,
podendo ser uma placa especifica para o teste ou lamina simples. O teste é efetuado com a
adicdo de uma gota de antigeno e uma gota da amostra do soro sobre esta superficie. Este
material deve ser homogeneizado e ap6s procede-se a leitura a olho nu ou com a ajuda de
lentes e incidéncia de luz. Caso existam aglutininas no soro, observa-se a presenca de
grumos formados pelo complexo antigeno-anticorpo. A presenca desses grumos €
indicativa de que o soro possui anticorpos especificos para reagir com o antigeno utilizado
(TIZARD, 2002). Esta aglutinagdo (grumos) pode ocorrer em distintos graus, sendo
possivel estimar através de tabelas comparativas se 0 soro possui concentracdes de
anticorpos baixas ou altas. Entretanto, se ocorrer um excesso na concentracdo de
anticorpos, pode ocorrer inibicdo da reacdo de aglutinacdo, fendmeno este conhecido como
pré-zona (TIZARD, 2002).

Teste do antigeno acidificado tamponado (TAAT)

O TAAT é uma prova qualitativa rapida pratica e de boa sensibilidade (OMS,
1986). Foi desenvolvido a partir da observacgdo de que a IgG1 bovina é menos ativa em pH
7, mudando de comportamento com a acidificagdo do meio. O pH 3,65 £ 0,05 aumenta o
poder de aglutinacdo da IgGl e reduz a reatividade da IgM (WRIGHT & NIELSEN,
1990). Como se trata de um processo fisico é provavel que nem todas as IgM tenham sua
reatividade reduzida.
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Allan et al. (1976) concluiram que o teste também detecta IgM. Vale lembrar que a
ndo deteccdo da IgM em fases iniciais da infeccdo ndo € tdo importante porque, embora a
IgM seja o primeiro anticorpo produzido, as 1gGs aparecem logo depois (WRIGHT &
NIELSEN, 1990). Nicoletti et al. (1969) demonstraram que a TAAT detectou 95% de
animais positivos ao cultivo. Hunter et al. (1972) ao compararem diferentes provas
soroldgicas, constataram que o TAAT detectou 0 maior nimero de reatores positivos ao
cultivo. O TAAT é considerado a melhor alternativa para o diagndstico massal de rebanhos
(OMS, 2002)

e) Teste do Mercaptoetanol (2-ME)

O teste do Mercaptoetanol tem sua especificidade aumentada por inibicdo da
atividade aglutinante da IgM mediante processo quimico, que consiste no tratamento do
soro com a droga 2-mercaptoetanol (FERRI et al., 1977; TIMONEY et al., 1988). A droga
degrada a IgM em cinco sub unidades que conservam suas caracteristicas de
antigenicidade, mas deixam de compor o anticorpo plurivalente (IgM) e ndo passam a se
comportar como anticorpos univalentes. Ainda que as sub-unidades estejam integradas por
suas cadeias pesadas e leves, ao combinarem-se com o antigeno ndo originam complexos
suficientemente grandes para provocarem o fenémeno da aglutinacdo, provavelmente
devido a algum impedimento estéarico em consequéncia de sua nova conformacéo espacial
(FERRI et al., 1977). A utilizacdo do 2-ME impede a ocorréncia da maioria das reagdes
inespecificas (CASAS-OLASCOAGA, 1976). Wright & Nielsen (1990) relatam que o
tratamento com o mercaptoetanol promove uma maior reatividade da IgG1, ao passo que a
reatividade da IgG2 diminuira. Assim, embora 0 2-ME detecte tanto 1gG1 como 19gG2, o
tratamento com o 2-ME provoca aumento na sensibilidade do teste pela promogédo da
reatividade de 1gG1, aumentando a tendéncia em detecta-la, enquanto que a reatividade da
IgG2 sera reduzida (NIELSEN & DUNCAN, 1990; WRIGHT & NIELSEN, 1990).
Provavelmente o fendmeno ocorra devido ao pH &cido da droga (BADEN, 2002). A
mistura de soro em diversas diluicdes a um mL de antigeno diluido a 2%, com um mL de
2-ME a uma concentragdo de 0,714% (ALTON, 1975), converte 0 meio de neutro para
acido. Nicoletti & Muraschi (1966) relataram concordancia entre o 2-ME e a RFC em
97%.
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) Soroaglutinagédo lenta em tubos (SLT) ou prova de Wriht

Foi descrita por Wright & Smith, em 1897. Foi a primeira prova sorologica criada
para brucelose. Executada num pH neutro, a SLT demonstra uma boa sensibilidade
analitica na detecgdo dos isotipos bovinos com uma excecdo importante: a IgG1 (WRIGHT
& NIELSEN, 1990). Por isso, causa muitas reacOes falso positivas, devendo, portanto,
dispor de provas mais especificas para confirmacéo do resultado (NIELSEN, 1995). Alton
(1977) refere que a SLT, em varios experimentos, demonstrou sensibilidade e

especificidade baixas em relacéo a outros testes.

g) Soro Aglutinacdo Microscopica (SAM)

A SAM ¢ o método de referéncia preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude
(FAINE et al., 1999) e o procedimento laboratorial mais empregado para o diagndstico de
leptospirose (BADKE, 2001; VASCONCELLOS, 2004), revela anticorpos contra
antigenos estruturais das leptospiras (leptospiras mortas ou destruidas). Caracteriza-se por
ser um teste de baixa sensibilidade, grande especificidade, ndo identifica portadores e néo
diferencia infeccdo de campo e vacinagdo. Cada soro € estudado nas seguintes diluigdes:
1:100; 1:200; 1:400,... e o titulo minimo aceitavel para indicar infec¢do é 1:100, enquanto
os titulos iguais ou superiores a 1:400 sdo indicativos de infeccdo evolutiva recente
(ANDRE-FONTAINE; 1990, BRASIL, 1999).

A SAM realiza diagnostico de infecgdo aguda. Recomenda-se duas avaliacBes
pareadas, uma em fase aguda e outra 3-4 semanas ap0s, evitando assim os falsos negativos
em funcdo de coleta de amostra precoce, quando ainda ndo houve soroconversdo. A
presenca de anticorpos no soro das matrizes ou de leitdes recém nascidos (privados de
colostro), no soro fetal ou no liquido téraco-abdomin

al dos fetos é suficiente para diagnosticar um aborto por leptospira (ELLIS, 1999).
A SAM é um teste considerado sorogrupo especifico e a sua interpretacdo é complexa
devido as reagdes cruzadas que acontecem entre sorogrupos distintos, principalmente na
fase aguda da doenca (FAINE, 1994; RENTKO, CLARK, ROSS, 1992; MERIEN &
ARTHARID, 2005).
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A interferéncia no diagndstico também tem ocorrido com o uso de vacinas
polivalentes (OLIVEIRA, 1999). Considera-se importante para a interpretacdo dos
resultados o histérico do uso de vacinas contra a leptospirose suina nas reprodutoras que
podem apresentar titulos de anticorpos vacinais. A vacina estimula a formacdo,
principalmente, de IgG, mas por um periodo inicial também é produzido a IgM, a qual é
detectada prioritariamente no teste de SAM. No entanto, os titulos vacinais detectaveis no
teste da SAM ndo ultrapassam a 1:400 e tendem a diminuir até atingir niveis nao
perceptiveis a SAM em, aproximadamente, dois meses. 1sso ndo impede que 0 suino esteja
protegido pelo periodo de até seis meses, através da formacdo de IgG estimulado pela
vacinacdo (SOBESTIANSKY & BARCELLOQOS, 2007).



3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

e Diagnosticar as patologias infecciosas causadoras de falhas reprodutivas em

matrizes suinas, em infec¢des naturais, em rebanhos com problemas reprodutivos.

Objetivo Especifico

e Investigar a ocorréncia de co-infeccdo entre PCV2 e outras doencas causadoras de

falhas reprodutivas.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizacdo do Experimento

O projeto de pesquisa foi desenvolvido na Embrapa Suinos e Aves, localizada no
municipio de Concdrdia/SC, no Complexo de Sanidade e Genética Animal, Laboratorio de
Virologia e também no Centro de Diagnostico em Saude Animal (CEDISA), localizado
nas instalacdes da Embrapa Suinos e Aves, além do Hospital Veterinario da Universidade

de Passo Fundo (UPF), localizado no municipio de Passo Fundo/RS.

4.2 Metodologia de coleta

Na figura 1 é apresentada a seqiiéncia dos procedimentos utilizados para realizagdo

dos diagnésticos propostos no projeto.

Seleg¢ao das granjas com problemas reprodutivos
l

Fetos abortados, natimortos, Matriz Suina
mumificados e leitbes inviaveis

Necropsia e coleta de liquido Coleta de soro
das cavidades e ou soro l

Exames sorolégicos Exames soroldgicos
PCV2, PPV PCV2, PPV, VDA, PSC, PRRS,
Leptospirose, Brucelose Leptospirose, Brucelose, Toxoplasmose
e Toxoplasmose e Erisipelose

Figura 1- Procedimento para colheita de material e desenvolvimento do estudo.
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No inicio do trabalho, os produtores de suinos ou agroindustrias integradoras foram
contatados e convidados a participar do projeto de pesquisa que visava diagnosticar
agentes causadores de falhas reprodutivas em fémeas suinas. Em seguida foi aplicado um
questionario com o objetivo de identificar os indices reprodutivos na granja naquele
periodo conforme o anexo 1. As granjas selecionadas apresentavam pelo menos um item
com alteracdes detectadas pelos parametros estabelecidos. Foram amostradas 27 granjas
produtoras de suinos, sendo 22 granjas no Estado de Santa Catarina (SC) e 5 granjas no
Parana(PR), no periodo entre setembro de 2008 a julho de 2009. Todas as granjas
estudadas usavam vacinas triplice (Parvovirose, Leptospirose e Erisipela) aos 120 e 180
dias de idade e reforco 8-12 dias pds parto, sendo essas produzidas por 2 fabricantes
diferentes.

As amostras provenientes de casos clinicos, como fetos abortados, natimortos,
leitbes mumificados ou invidveis eram coletadas pela equipe do projeto ou por técnicos das
agroindustrias e enviadas ao laboratorio, sob refrigeracdo, para realizagdo das necrépsias.
Uma excecdo foi a remessa de leitbes inviaveis que eram enviados vivos, para serem
sacrificados no momento da necrdpsia para coleta de liquido das cavidades e/ou soro. Em
fetos mumificados, em estado adiantado de desidratagéo, era efetuada lavagem da cavidade
abdominal com solucdo de PBS com pH 7,2 e o liquido resultante era coletado e
posteriormente centrifugado para utilizacdo nos testes de diagnosticos.

No total, foram coletadas amostras de sangue de 120 porcas com problemas
reprodutivos e de suas respectivas leitegadas, amostras de liquidos das cavidades de dois
leitbes (fetos mumificados, natimortos ou leitdes inviaveis), oriundos de partos prematuros
ou a termo, totalizando 321 amostras.

A colheita do sangue das matrizes foi realizada no maximo em 15 dias apds o
problema reprodutivo. O sangue foi coletado da veia cava, segundo metodologia descrita
por Moreno et al. (1997). Apos a colheita, 0 soro era transferido para tubos plésticos
identificados. As amostras foram transportadas sob refrigeracdo para o Laboratorio de
Virologia da Embrapa Suinos e Aves, onde foram processadas e armazenadas em tubos de
microcentrifuga do tipo Eppendorf e acondicionadas a -20°C até 0 momento dos exames.

Foram utilizados testes ja padronizados e empregados rotineiramente nos
laboratérios. Alguns deles fazem parte de monitoria ativa para doencas de suinos, sendo

recomendados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
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4.3 Aplicacdo da Técnica de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) para a deteccdo de

anticorpos para parvovirose.

Foi utilizado o teste de inibicdo da hemaglutinagdo (HI) para deteccdo de

parvovirus suino (teste padronizado na Embrapa Suinos e Aves e CEDISA).

a) Prepararacédo da amostra

As amostras de soro foram inativadas em banho-maria a 56°C, durante 30 minutos,
apos foi adicionado caolin 25% e hemaécias de cobaio a 50% por amostra; a mistura do
frasco foi homogeneizado por inversdo, 10 vezes a cada 10 minutos durante 4 horas; a
amostra decantou durante 12 horas sob refrigeracdo (2 a 8 °C). Apds foi recuperado o
sobrenadante e adicionado a este, hemacias de cobaio a 50% por amostra e novamente
homogeneizado e decantado como descrito anteriormente. Em seguida foi recuperado o
sobrenadante diluido 1:4, em frasco limpo, para posterior utilizacdo na execucdo do teste

(dentro 24 horas) ou congeladas para realizacéo do teste posteriormente.

b) Anticorpos

Em uma placa de 96 pogos foram feitas dilui¢cGes duplas (1:2) a partir da amostra de
soro preparada 1:4, até a diluicdo desejada. Em outra micro-placa foi colocado o soro
controle positivo conhecido, contendo anticorpos contra o virus da parvovirose suina
(PVS) e outro soro controle negativo sem anticorpos para o PVS. O antigeno PVS cepa
vacinal, origem CEDISA 1991, diluido contendo as 4 UHA foi dispensado em todos os
pocos da micro-placa, exceto nos pogos com o controle de hemécias e das 4 UHA (Fig. 2
A). A placa foi incubada durante 1 hora em temperatura ambiente (18 a 25°C) para permitir
a reacdo entre o antigeno e o anticorpo. Apés esse periodo foi adicionada solucdo de
hemécias de cobaio 0,6% em PBS / HI / PVS com BSA 0,4% em todos os 96 pocos da

placa e novamente incubado por 1hora para, posteriormente, realizar a leitura.
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c) Leitura e Interpretacéo

A reacdo estd completa ou positiva quando a amostra escorre igual ao controle de
hemaécias da placa ( Fig. 2 B,C,D). Considerou-se o seguinte resultado:

Titulos:

<32 Negativo
Auséncia de AC passivos ou de AC de infeccéo ativa ou vacinal na amostra testada;

= 64 Suspeito

Resultado inconclusivo. A amostra pode ter AC passivos ou AC de infeccdo ativa
ou vacinal, ou néo ter AC;

> 128 Positivo

Presenca de AC passivos ou de AC de Infeccéo ativa ou de AC vacinais na amostra

de soro testada.

Figura 2. Teste HI para Parvovirose. A- Diferentes titulos 4UHAs, B- Placa controle,
C- Placa teste , D- Placa teste com controle de hemécias
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4.4 Aplicacdo da Técnica de ELISA para Sindrome Respiratoria e Reprodutiva Suina

O teste de PRRSV foi realizado apenas nas matrizes, como medida de vigilancia
ativa, pois apesar do agente ndo haver sido diagnosticado em rebanhos brasileiros até o
momento, é importante a realizacdo de diagnostico laboratorial que comprove a néao
ocorréncia do virus ou anticorpos para PRRSV.

Foi utilizado o teste de Elisa PRRSV utilizando IDEXX HerdChek® Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Antibody Test Kit.

a) Prepararacédo da amostra

Os ensaios foram realizados conforme orientacdo do fabricante. Para tanto as
amostras foram diluidas previamente na proporcdo 1:40 (10 pl amostra em 390 ul de
diluente da amostra). Em uma placa impregnada de antigeno de cultivo celular PRRSV
(colunas impares) e impregnada com cultivo celular (colunas pares), foram distribuidos os
controles negativos ndo diluidos (C1 e D1 e C2 e D2), controles positivos ndo diluidos (Al
e Bl e A2 e B2) e nos demais pogos as amostras teste nos dois pogos correspondentes
(PRRSV e NHCI). A placa foi incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-
25°C) e lavada 3 vezes com solucdo de lavagem fosfatada tamponada. Em seguida foi
adicionado o conjugado peroxidase de raiz forte (HRPO) e tornado a incubar por 30
minutos. Foi repetida a triplice lavagem, adicionando o substrato TMB e incubado por 15
minutos e entdo adicionada a solucdo de interrupgéo, para parar a reacao.

b) Leitura e interpretacéo

A leitura foi realizada no espectofotobmetro onde foram medidos os valores de
A(650) para amostras e controles.

Para que o teste seja valido, a média do controle positivo nos pocos virais PRRSV
deve ser igual ou maior que 0,150. A média do controle negativo PRRSV deve ser menor
ou igual a 0,150 e nas colunas impregnadas com cultivo celular, a média do controle

positivo deve ser menor ou igual a 0,120 e o controle negativo menor ou igual a 0,250.
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A presenca ou auséncia de anticorpos contra PRRSV é determinada calculando o

coeficiente de amostra sobre controle positivo S/P para cada amostra.

Positiva: S/P maior ou igual a 0,4. Visualmente corado de azul (Fig. 3 Ae C)

Negativa: S/P menor que 0,4. Aparentemente com auséncia de cor (Fig. 3 B)

= ‘__g

Resultados das Amostras Teste Elisa para PRRS A- Controles Positivos, B- Controles
Negativos, C- Amostras Positivas.

4.5 Aplicacdo da Técnica de ELISA para Doenca de Aujeszky

Foi realizado teste de Elisa screening apenas do soro das matrizes, utilizando kit da
IDEXX HerdChek para prova de deteccdo de anticorpos anti-gpl do virus da pseudoraiva.

O ensaio foi realizado seguindo as indica¢des do fabricante, estas, seguem abaixo.

a) Reacdo antigeno-anticorpo

Em uma placa de plastico de Elisa revestida de antigeno (VDA) foram distribuidos
0s controles negativos, positivos e as amostras a serem testadas; a seguir a placa foi
incubada por 1 hora a temperatura ambiente e posteriormente submetida a 3-5 lavagens

com solucéo de lavagem incluida no Kit.
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Foi adicionado conjugado HRPO Anti-PRV-gpl em todos os orificios e incubada a
placa durante 20 minutos. Repetida a lavagem, em seguida foi acrescido o substrato e a
placa incubada por 15 minutos, finalmente foi adicionada a solucdo de interrupcao da
reacdo em cada orificio.

b) Leitura e interpretacéo

Procedeu-se a leitura no espectrofotbmetro com densidade Optica A (650) das
amostras e controles e apds foram feitos os calculos.

Para que o teste seja valido, a média do controle negativo menos a média do
controle positivo deve ser maior ou igual a 0,3.

Resultados:

Positivo - S\P menor ou igual a 0,6. Visualmente incolor (Fig.4 B)

Suspeito - S\P menor ou igual a 0,7, mas maior que 0,6

Negativo - S\P maior que 0,7 a amostra é considerada negativa para anticorpos
contra o antigeno gpl do VDA. Visualmente corada de amarelo como na Fig.4 A e demais

POGOS.

= “{; 5 L )t‘ Jq—_-_

e ju—j,pu- )-- -

Figura 4. Resultados das Amostras do Teste de Elisa para Doenca de
Aujeszky A- Controles Negativos e B- Controles Positivos
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4.6 Aplicacdo da Técnica de ELISA para Peste Suina Cléassica
Foi realizado teste Elisa VPSC apenas nas matrizes, utilizando kit da IDEXX
HerdChek para prova de deteccdo de anticorpos contra o Virus da Peste Suina Classica. O

ensaio foi realizado seguindo as indica¢6es do fabricante.

a) Reacdo antigeno-anticorpo

Na placa de 96 pocos foi, inicialmente, colocado o diluente em todos os orificios,
depois foram adicionados os controles negativos, positivos e soros a serem testados. A
placa foi levemente agitada para misturar o contetdo, incubada por 2 horas a temperatura
ambiente, em camara Umida e depois de lavada 3 vezes com solugdo de lavagem, foi
adicionado conjugado anti-VPSC HRPO em cada orificio e incubado por mais 30 minutos.
Procedida novamente a triplice lavagem, foi adicionado o substrato e incubado por 10
minutos e, em seguida, a reagédo foi parada com a solugéo stop.

b) Leitura e interpretacéo

Os anticorpos presentes na amostra a ser testada irdo bloquear a ligacdo dos
anticorpos monoclonais (AcMo) marcados com peroxidase ao antigeno do virus da peste
suina classica.

A reacdo € negativa quando o soro testado ndo possui anticorpos especificos , 0s
AcMo marcados com peroxidase se ligam ao antigeno do VPSC, reagindo com o substrato,
que produz cor. No caso de desenvolvimento de cor fraca, anticorpos especificos contra
VPSC estdo presentes na amostra em teste. Se ha desenvolvimento de cor forte na amostra
testada, ha auséncia de anticorpos.

Foi medida a absorbancia das amostras e controles a 450nm, usando um duplo
comprimento de onda de 450nm e 560nm numa leitora de placas. Apos, foi calculada a
média dos valores de absorbancia para amostras e controles. A percentagem de bloqueio da
amostra foi calculada por meio da densidade 6tica (DOysp), obtida com a amostra em teste
e a DOysp do controle negativo.

Para o teste ser valido a média do controle negativo DOyso deve ser maior ou igual

a 0,50 e a porcentagem do controle positivo deve ser maior ou igual a 50%.



50

Resultados:

Positivos - (Anticorpos presentes) porcentagem de blogueio maior ou igual a 40%.
Cora-se fracamente como visto na figura 5 (B).

Suspeito - Se apresentar porcentagem de bloqueio entre 30-40%. Repetir o teste e/
ou confirmar com soro neutralizacéo.

Negativos - (Anticorpos ausentes) porcentagem de bloqueio menor ou igual a 30%.
Corado em azul forte (Fig. 5 A e demais pogos)

Figura 5. Resultados das Amostras no Teste de Elisa para Peste Suina
Cléssica. A- Controles Negativos, B- Controles Positivos

4.7 Aplicacdo da Técnica de Indirect Immunoperoxidase Monolayer Assay (IPMA)
para deteccdo de Circovirose Suina

A técnica de IPMA para deteccdo de anticorpos contra o PCV2 seguiu a
metodologia descrita por Balasch et al. (1999) e Rodriguez-Arrioja et al. (2000), com as
modificagdes propostas por Gava (2006) e Barbosa (2008). Foram testadas todas as
amostras de soro (matrizes e fetos) e também liquidos fetais, conforme descrito
anteriormente. Para realizacdo da técnica foram seguidos 0s passos descritos a seguir.
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a) Cultivo celular

Células da linhagem VERO (rim de macaco africano - Cercopithecus aethiops),
negativa para PCV1 e PCV2 pela técnica de nested-PCR, foram inicialmente cultivadas em
garrafas com &rea de crescimento de 25 cm, utilizando o meio de crescimento F10-199,
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), antibidtico (gentamicina e neomicina) e
antifangico (fungizon). As garrafas foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C, em
atmosfera com 5% de CO,. A medida que as células formaram um tapete no fundo da
garrafa foram transferidas para duas garrafas para aumentar a quantidade de células.

b) Inoculacéo Viral

Metade das garrafas permaneceram sem a inoculagdo do virus e a outra metade foi
inoculada com PCV2 isolado de pool de o6rgédos (linfonodos, pulméo e tonsila) de suino
(Antigeno Embrapa PCV2- F3554 e PCV2-F3552), positivo para PCV2 pela técnica de
nested-PCR.

¢) Inoculacéo e fixacdo da monocamada de celulas

Apbs trés passagens virais (a cada 48 horas, cada uma), o meio das garrafas
previamente infectadas foi retirado, as células foram tripsinizadas com solucéo tripsina
2,5% em PBS e distribuidas em placas de cultivo de 96 pocos na quantidade de 3,5 x 10
ml/placa. Nas colunas de 1-11 foram colocadas células inoculadas com PCV2 e na coluna
12 células controle, livres de PCV2, previamente testadas por nested-PCR. As placas foram
incubadas a 37°C, em atmosfera com 5% de CO2, durante 24 horas. Apds, o meio foi
removido, as células foram lavadas com TBS 0,05% Tween 20, pH 7,6 e fixadas com
metanol 100%. Apds a secagem, as placas foram armazenadas em sacos plasticos a

temperatura -20°C até o0 momento da realizacdo dos testes.
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d) Bloqueio da monocamada de células

As placas foram estabilizadas a 37°C, logo apds, blogueadas com peroxido de
hidrogénio 3% em agua destilada por 10 minutos para minimizar as reacdes inespecificas e
lavadas trés vezes com TBS 0,05% Tween 20. Foi acrescentado soro de coelho a 10% e

incubado por 1 hora, a 37°C, seguido por tripla lavagem.

e) Anticorpos primario e secundario

Utilizou-se como controle positivo anti PCV2, soro suino com titulo conhecido
1:5000, soro controle negativo sem anticorpos para PCV2, proveniente de suino SPF livre
de PCV1 e PCV2, proveniente do rebanho SPF da Embrapa Suinos e Aves, alem das células
ndo inoculadas com PCV2 e os soros teste nas diferentes dilui¢des, sendo incubados
durante a noite, a 4°C, em cdmara Umida, seguido novamente por tripla lavagem. A seguir
foi adicionado conjugado anti IgG de suino ligado a peroxidase (Sigma, A-5670) diluido em
TBS 1:400. As placas foram incubadas a 37°C, em camara Umida, durante 1 hora e lavadas
com TBS Triton.

f) Revelacdo

As placas foram coradas com solugdo previamente preparada de AEC, dissolvendo-
se 20 mg de 3-amino-9-dietilcarbazol (AEC) (Sigma, A-5670) em 2,5ml de N,N-
dimetilformamida. A solucdo foi aliquotada e estocada a 4°C. Imediatamente antes do uso,
acrescentou-se 500ul da solucdo estoque de AEC em 9,5ml de tampdo acetato de sddio
0,05M, pH 4,0 e 100ul de perdxido de hidrogénio 3% em agua destilada. Esta solucéo foi
entdo colocada em cada pogo da placa, incubando-se por 5 minutos em temperatura
ambiente. Apos as placas foram lavadas trés vezes com agua destilada.

g) Leitura e Interpretacéo

A leitura das placas foi realizada em microscopio Optico de luz invertida com

aumento de 100x. As celulas positivas revelaram pigmento de cor vermelha no citoplasma
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e nuacleo claro (Fig. 6 B) e as negativas ndo apresentaram coloracdo (Fig. 6 A). Para
interpretacdo do teste, os resultados soroldgicos foram classificados em negativos (ndo
reativo) ou reativos. Os reativos foram agrupados de acordo com o titulo: com titulos
baixos (+) variando entre 1:20 a 1:160; reagente com titulos médios (++) variando entre

1:320 a 1:2560 e reagente com titulos altos (+++) com titulos maiores ou igual a 5120.

Figura 6. Monocamada de células VERO. A: celulas negativas, B: Células positivas

4.8 Aplicacdo das Técnicas de Antigeno Acidificado Tamponado (AAT ou TAAT),
Soroaglutinac@o Lenta em Tubo (PLT) e 2B-Mercaptoetanol (2 ME) para diagnostico
de Brucelose Suina

As reacOes de aglutinagdo baseiam-se na propriedade dos anticorpos presentes no
soro ou plasma sanguineo formarem reacBes cruzadas entre antigenos, resultando na
formagdo de complexos insoluveis.

Foram utilizados os testes: Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), prova rapida
usando o antigeno Rosa de Bengala para anticorpos contra Brucela abortus, utilizando
técnica padronizada no CEDISA. Para teste confirmatério foi utilizada a prova de
Soroaglutinacdo lenta com 2B-mercaptoetanol (2 ME) e a Prova Lenta em Tubo (PLT).
Quando estas Ultimas provas tiveram resultado positivo, as amostras foram enviadas ao
Laboratdrio Lanagro, em Pernambuco, para realizacdo do teste de fixacdo de complemento

(FC) e confirmacdo do resultado.
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a) Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)

O AAT, soros controles do teste, conhecidamente positivos e negativos e as
amostras foram colocadas em placa de vidro. Apos, os soros e 0 antigeno foram
homogeneizados com bastao de cobre, em forma de tridente e a placa foi entdo colocada no
homogeneizador de placas a 30 movimentos por minuto, durante 4 minutos, virando a

placa na metade do tempo.

Leitura e Interpretacdo do teste:

A leitura foi realizada em caixa de leitura de fundo escuro, com o auxilio de uma
fonte de luz indireta. O soro foi considerado negativo quando ndo havia grumos de
aglutinacdo (Fig. 7 A) e positivo quando havia presenca de grumos (Fig. 7 B), em qualquer
intensidade.

Figura 7. Resultados do Teste AAT para Brucelose Suina. A- Amostras Negativas e B-
Amostras Positivas
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b) Soroaglutinacéo Lenta com 2ME (2 ME) e Prova Lenta em Tubo (PLT)

Cada amostra de soro foi distribuida em oito tubos de vidro, diluidas a 1:25, 1:50,
1:100 e 1:200, sendo um tubo de cada diluicdo para teste 2ME(M) e um para PLT(T).
Também foram incorporados ao teste, 0s controles negativo e positivo, nas mesmas
diluicOes das amostras teste.

Na fileira T foi adicionada, a cada tubo, solucdo salina fenolada 0,5% e na fileira
M, também, solucdo de 2-ME a 0,1M. Apos, os tubos foram agitados para homogeneizar
as amostras e incubados por 30 minutos, a 21°C. Logo apds foi adicionada solucdo de
antigeno a 50%, em cada tubo e novamente agitado. Em seguida os tubos foram incubados

a 37°C, durante 48 horas (+-3hs) e apos procedeu-se a leitura.

Interpretacdo da leitura:

A leitura dos tubos foi feita contra um fundo escuro, com auxilio de uma fonte de
luz. Iniciada sempre pelos controles e pelas menores diluicdes. Primeiramente sem agitar
0s tubos observou-se se 0 aspecto era turvo ou limpido e se havia formacgédo de depdsito no
fundo do tubo e entdo, agitava-se o tubo suavemente e se observava a firmeza dos grumos,
caso houvesse depdsito no fundo do tubo, caso ndo houvesse aglutinacdo do antigeno néo
haveria presenca de grumos. Quando ha presenca de aglutinacao do antigeno, 0s grumos se
desprendem. A interpretacdo baseia-se no aspecto do sobrenadante (turvo ou limpido) e na
presenca ou auséncia de aglutinacdo (grumos) e sua caracteristica ap0s a agitacdo suave
dos tubos. As reacGes podem ser interpretadas como completas (+), incompletas (1) ou
negativas (-), de acordo com os critérios abaixo:

Reacdo Completa - o liquido da mistura soro-antigeno aparece limpido e ha

aglutinacdo total no fundo do tubo. Agitando-se levemente os tubos, os grumos sdo
ressuspendidos.

Reacdo Incompleta - ha aglutinacdo parcial no fundo do tubo, o liquido aparece

parcialmente limpido e a agitacdo suave revela grumos.

Reacdo Negativa - o liquido apresenta-se turvo, com ou sem depésito. Agitando-se

levemente os tubos, os depdsitos se dissolvem (ndo revela grumos).
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Interpretacdo dos resultados:

A interpretacdo dos dados foi feita pela diferenca entre os titulos dos soros sem
tratamento na PLT (IgG e IgM) frente ao soro tratado com 2-ME (somente 1gG). Abaixo é

apresentada a interpretacdo dos resultados para animais ndo vacinados.

Interpretacdo PLT 2-ME
Negativo <=25 <25

Inconclusivo >=50 <25
Positivo >=25 >=25

Figura 8. Resultados do Teste 2-ME e PLT para Brucelose Suina. A- Controles
Negativos e B- Controles Positivos

Obteve-se uma amostra com resultado positivo no AAT, no 2-ME e PLT foi
inconclusiva, esta, foi encaminhada para o Lanagro, no Estado de Pernambuco, para ser
realizado o teste de fixacdo de complemento (FC’) e o resultado deste teste foi negativo.
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4.9 Aplicacdo da Técnica de Microsoroaglutinagdo em placa (SAM) para
Leptospirose

Foi realizado o teste de SAM, recomendado pelo MAPA e padronizado no
CEDISA. Foram testadas todas as fémeas e seus respectivos fetos através do teste de
Microsoroaglutinagdo em placa com sorovares vivos para anticorpos contra leptospiras. Os
sorovares utilizados foram: Leptospira autumnalis; L. hardjo; L. canicola; L.
grippotyphosa; L. bratislava; L. icterohaemorrhagiae; L. pomona; L. ballum; L. wolffi; L.
tarassovi; L. australis; L. bataviae; L. cynopteri; L. djasiman; L. pyrogenes e L. patoc.

As leptospiras foram armazenadas em meio semi sélido EMJH (East McDowell
Junior Hight) e transferidas para um meio liquido através de passagens, a cada 4 dias, até
que todo o meio semi-solido foi eliminado. A partir de entdo, utilizou-se o antigeno para o

teste.

a) Triagem:

As amostras de soro e 0s controles (negativo e positivo) foram colocados em tubos
de vidro, diluidos usando 50ul de soro em 2,4ml de PBS-Lepto, ph 7,2. Apos, a solucéo foi
distribuida em placas de plastico com fundo chato, com 96 pocos e em seguida foram
adicionados os sorovares. Nesta etapa, a diluicdo foi de 1:100. As placas foram agitadas e
incubadas em estufa a 28°C, durante 2-4 horas e a leitura foi iniciada na 2° hora de
incubagdo. porque o tempo de leitura ndo pode exceder 4 horas, pois as leptospiras
comecgam a se auto-aglutinar.

A leitura foi realizada em microscopio de campo escuro, na propria micro-placa e,
também, com uma gota em lamina, com auxilio de alca bacteriologica.

Considerou-se positivas as amostras que apresentaram um grau de aglutinacdo de
50% ou superior a este, comparando com o respectivo controle. E, negativas, aquelas que
ndo aglutinaram ou lisaram nenhuma leptospira ou, entdo, o fizeram no maximo com 75%
de leptospiras vivas.

O soro, que apresentou na prova de triagem, uma reducdo de 50-100% do nimero
de leptospiras livres, em relacdo ao controle, foi submetido a titulagdo sorolégica com o

sorovar que apresentou aglutinagéo.
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b) Titulacéo:

Em tubos de vidro foram colocados 2,4ml de PBS-lepto e 100ul da amostra e
agitados. Na micro-placa do teste foi colocado PBS-Lepto em todos 0s po¢os usados,
exceto na primeira coluna (amostras diluidas 1:100). A amostra foi colocada na primeira
coluna (1:100) e diluida até a coluna H (1:12800). Depois de adicionada a suspensdo
antigénica, correspondente a cepa aglutinada na triagem, em todos os pocos, a placa foi
incubada a 28°C. durante 2-4 horas. A leitura foi realizada em microscopio de campo
escuro, somente na gota em lamina, comparando com os controles.

Foi considerado titulo positivo o que apresentou um grau de aglutinacdo de 50% ou

superior, considerando como referéncia o seu respectivo controle.

Interpretacdo dos resultados:

Titulos

- Resultados Interpretacdo
soroldgicos

1:0-1:50 Negativo  Caso negativo
1:100 - 1:200 Baixos Suspeitos - enviar 2° amostra em 15 dias
1:400 Moderados Inicio infec¢do. Anticorpos pos-infecgdo, resposta vacinal

>=1:800 Moderados Infeccdo provavel (repetir amostra em animais vacinados)
a altos

> 1:800 Altos Infeccdo ativa, medicar e vacinar em massa o plantel

Figura 9. Resultados do Teste SAM para Leptospirose Suina. A- Controles
Negativos e B- Controles Positivos
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4.10 Aplicagdo da Técnica de ELISA para diagnostico de Erisipela Suina

Utilizo-se kit comercial SE - Hipra®. O antigeno especifico de Erisipelothrix
rhusiopathiae veio impregnado em uma microplaca (Kit) com 96 pogos. Durante a
incubacdo inicial, com a amostra diluida, os anticorpos especificos de E. rhusiopathiae
ligam-se ao antigeno adsorvido na cavidade, onde permanecem durante as lavagens.
Posteriormente, adicionou-se a solucdo do conjugado que se liga aos anticorpos suinos
retidos na cavidade. Em seguida, o excesso de conjugado foi lavado e o substrato
cromégeno adicionado. A coloragdo aparente em cada cavidade é proporcional a
guantidade de anticorpos especificos de E. rhusiopathiae presentes em cada amostra.

Leitura e interpretacdo do teste:

A leitura da placa é realizada em uma leitora de placas de ELISA utilizando filtro
de DO ygs.

Validacdo do teste

O teste é validado se a DO4os média do controle positivo € > 0,9 e a DO4gs média

do controle positivo é maior ou igual a cinco vezes a DO4s média do controle.

Interpretacdo dos resultados

A interpretacdo dos resultados é obtida através de IRPC (indice relativo x 100). A
seguinte férmula é aplicada para obter o valor de IRPC (utilizando os valores médios de

DOygs obtidos pelo controles):

IRPC=__ ( DO4os Amostra — Média DO 405 Controle Negativo) ~ x 100
(Média DO 45 Controle Positivo — Média DO4os Controle Negativo)

As amostras sdo consideradas positivas quando o IRPC for maior que 40,0 e negativa

quando o IRPC for igual ou menor que 40,0.
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4.11 Aplicagdo da Técnica de Hemaglutinacéo Indireta (HAI) para Toxoplasmose

Foi utilizado, para determinacdo qualitativa e semi-quantitativa de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii no soro suino por Hemaglutinacédo Indireta, o kit comercial Imuno-Hai
do Laboratério Wama Diagndstica. A técnica de HAI foi realizada segundo instrugdes do
Kit, sendo os critérios de positividade adotados conforme Silva et al. (1981) e Chaplin et
al. (1984).

a)Teste qualitativo (Screening):

Os soros e liquidos fetais foram mantidos a 56°C, durante 30 minutos, para o
complemento ser inativado e reduzir as reacOes falso-positivas, essas ocasionadas pela
ocorréncia de lise por ativagdo do complemento em sua membrana.

As amostras foram diluidas em tubos de ensaio, com uma solugdo previamente
adicionada com 2-ME, para diminuir as reagdes inespecificas. Nesta etapa 0 soro
encontrava-se diluido 1:32. A placa teste de micro-titulagdo, com 96 pocos e fundo em V,
foi colocada sobre pano umido, para neutralizar as forcas eletrostaticas e entdo foi
adicionado o controle negativo e o controle positivo. Em seguida, as amostras de
soro/liquido fetal foram transferidas dos tubos de ensaio para a placa teste. Posteriormente
foi adicionada uma solucdo de hemacias de aves, estabilizada e sensibilizada, com
componentes antigénicos do T. gondii altamente purificados. Em seguida a placa foi
agitada levemente, para que todos os componentes se homogeneizassem. Apds, a placa foi
incubada em estufa, a 23°C (+-2), durante 2 horas e findo esse periodo procedeu-se a
leitura.

Todos o0s soros que apresentaram reacdo positiva foram re-testados

guantitativamente.

Interpretacdo dos resultados:

Nos soros positivos, 0s anticorpos contra T.gondii irdo se ligar ao antigeno presente
na superficie das hemacias, aglutinando-as indiretamente. Desta forma sera formada uma
rede que manterd as hemdcias em suspensdo, 0 que sera visualizado como um véu

avermelhado homogéneo, sem sedimento no fundo da cavidade (Fig. 10 B). No caso de
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soro negativo, como ndo ha formacdo dessa rede, em fungdo da auséncia de anticorpos
especificos, as hemécias sedimentardo, formando um botdo no fundo do orificio (Fig.10
A).

Figura 10. Resultados do Teste HAI para Toxoplasmose Suina.
A- Controles Negativos e B- Controles Positivos C- Placa teste.

b) Teste semi quantitativo:

Foi posto o diluente na placa de 96 pocos a partir da linha B, em seguida adicionada
a amostra diluida em 1:32, nos pocos Al e B1. Apds homogeneizada, foram diluidas as
amostras até a diluicdo desejada, no caso até H2. Em seguida foi adicionada a solucéo de
eritrécitos, em todos os pocos, agitando mecanicamente durante 3-4 minutos. Logo apdés as
amostras terem sido incubadas por 2 horas, em estufa, a temperatura ambiente (21-23°C),

procedeu-se a leitura.

Interpretacdo da leitura:

Negativa: Quando as hemacias se depositam no fundo da cavidade formando um
botéo.
Positiva: Quando as hemacias se depositam no fundo da cavidade formando um

tapete, as vezes com bordas irregulares.
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4.12 Analise dos Dados

Foi realizada Analise descritiva dos dados para a determinacdo da prevaléncia e
aplicacdo do teste Qui-quadrado para correlacionar diferentes resultados, executado através
do programa SAS (2003).



5. RESULTADOS

Foram analisadas 120 amostras de soro de matrizes suinas e 201 amostras de
liqguido fetal e/ou soro de fetos abortados, natimortos, mumificados ou inviaveis,
provenientes de 27 granjas. Vale lembrar que entre os fetos amostrados ha animais de
diferentes tamanhos e fases de gestacdo, sugerindo uma relagdo entre a fase de
desenvolvimento dos fetos com a producdo e deteccdo de anticorpos, devido a
imunocompeténcia adquirida a partir de determinada fase da gestacéo.

A principal falha reprodutiva observada nas porcas foi a natimortalidade, com 60
casos (49,5%). Outras falhas observadas foram: a mumificacdo fetal, com 50 casos
(41,32%); o retorno ao cio, com 6 casos (4,96%) e os abortos, com 5 casos (4,13%).

Uma analise descritiva dos dados foi realizada e observa-se na tabela 1, que a
maioria das fémeas 113 (94,17%) resultaram positivas na sorologia por HI para PVS, 5
(4,17%) foram classificadas como suspeitas e 2 (1,67%) tiveram resultados negativos. Dos
fetos, 176 (87,56%) foram negativos na sorologia, 19 (9,45%) suspeitos e 6 (2,99%)

positivos.

Tabela 1 - Resultados dos testes soroldgicos (HI) para parvovirose em fémeas e fetos

suinos.

Resultados
Animal testado Negativo Suspeito* Positivo**
Porcas* 2 (1,67%) 5 (4,17%) 113 (94,17%)
Fetos** 176 (87,56%) 19 (9,45%) 6 (2,99%)

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

A tabela 2 apresenta os resultados da correlacdo entre titulos para PVS dos fetos e o
tamanho dos mesmos. Nela observa-se que os 6 fetos positivos para PVS (2,99%) tinham

comprimento maior que 20 cm. Dentre 0s animais suspeitos, 17 (8,45%) tinham
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comprimento maior que 20 cm e apenas 2 (1,01%) com comprimento menor ou igual a
20cm.

Tabela 2 - Correlacéo entre titulos para PVS dos fetos e 0 tamanho dos mesmos.

Titulo Tamanho Tamanho Total Probabzilidade
(PVS) <=20cm >20 cm X
8 10 56 66
16 7 59 66
32 0 42 42
64 2 17 19
128 0 1 1
256 0 3 3
1024 0 2 2
Total 19 180 199 P0,2711

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

O teste Qui-quadrado aplicado aos dados (P 0,2711), ndo permitiu rejeitar a
hipotese de independéncia entre titulos para PVS dos fetos e o tamanho dos mesmos. 1sso
significa que com os dados aqui obtidos ndo se pode afirmar que exista dependéncia entre

tamanho do feto e deteccdo de anticorpos contra PVS.

Para parvovirose suina ndo houve correlacao direta entre os titulos das porcas e dos
fetos, ou seja, apenas 3 fetos filhos de mades positivas, com titulos acima de 2048,
sugestivos de infeccdo, apresentaram titulos acima de 128, sugestivos de infeccdo no feto.
Destes, 2 com titulo 256, de 2 porcas com titulo 16384 e 1 feto com titulo 1024, filho de
uma porca que apresentou titulo 4096. Entretanto, outros 3 fetos tiveram resultado
positivo, dois destes filhos de porcas com titulagdo 128 e um filho de porca com titulo 256,

consideradas negativas, como pode-se verificar na tabela 3.
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Tabela 3 - Relagdo entre os titulos para PVS das porcas e dos leitdes

Titulo das Titulos dos leitdes** Probabilidade
Porcas * Total x
8 16 32 64 128 256 1024

32 010 0 0 0 O 1

64 1 1.1 0 0 0 0 3

128 1 4 3 4 0 1 1 14

256 4 4 5 3 1 0 0 17

512 3110 0 0 O 5

1024 5 12 5 4 0 0 0 26

2048 4 6 7 1 0 0 0 18

4096 3 1 7 2 0 0 1 14

812 0 0 1 0 0 0 O 1

16384 3 0 3 0 0 2 0 8
Total 24 30 33 14 1 3 2 107 P0,4333

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

O teste Qui-quadrado aplicado aos dados (P 0,4333) ndo permitiu rejeitar a hipbtese
de independéncia entre titulos para PVS dos fetos e o tamanho dos mesmos. Isso significa
que ndo se pode afirmar que exista uma dependéncia entre tamanho do feto e deteccdo de

anticorpos contra PVS.

Todas as fémeas testadas para PCV2 apresentaram reacao positiva (tabela 4), sendo
32 (26,67%) reagentes(+), 84 (70%) reagentes(++) e 4 (3,33%) reagentes(+++). Dos fetos
dessas fémeas 193 apresentaram reacdo negativa e apenas 8 (3,98%) apresentaram-se

reagentes(+).



66

Tabela 4 - Resultados dos testes soroldgicos (IPMA) para circovirose em

fémeas e fetos suinos.

Resultados

Animal testado Nao Reagente Reagente + Reagente ++ Reagente +++

Porcas 0 (0%) 32 (26,67%) 84 (70%) 4(3,33%)
Fetos 193 (96,02%) 8 (3,98%) 0 (0%) 0 (0%)

Foi relacionado o resultado dos testes para PCV2 com o tamanho dos fetos,
considerando o desenvolvimento do sistema imune. Observa-se na tabela 5 que fetos com
tamanho menor ou igual a 20 cm ndo apresentaram titulo para PCV2. S apresentaram
titulo para PCV2 fetos maiores que 20 cm, num total 8 fetos (3,98%). Destes, 4 tiveram
titulo 1:20 (2,01%); 1 teve titulo 1:40 (0,5%); 2 obtiveram titulo 1:80 (1,01%) e 1 teve
titulo 1:160 (0,5%).

Tabela 5 - Titulos para circovirose. em fetos. relacionando ao tamanho dos mesmos.

Titulo (PCV2) Tamanho Tamanho Total Probabzilidade
<=20cm >20 cm X
0 19 172 191
20 0 4 4
40 0 1 1
80 0 2 2
160 0 1 1
Total 19 180 199 P=0,9274

O teste Qui-quadrado aplicado aos dados (P= 0,9274) ndao permitiu rejeitar a
hipdtese de independéncia entre tamanho do feto com seus titulos. Isso significa que ndo se
pode afirmar que exista dependéncia entre tamanho do feto e detec¢do de anticorpos contra
PCV2. Mesmo aplicando o teste de y* classificando os animais que apresentaram titulo (8

fetos) e os que ndo apresentaram titulo (191 fetos), ndo foi significativo (P= 0,3483).
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N&o houve relacdo entre o titulo da mde e o titulo do feto para PCV2,
possivelmente porque a freqiiéncia de fetos reativos foi baixa, como apresentado na tabela
6.

Tabela 6 - Relacédo entre o titulo da fémea para PCV2 e o titulo do feto.

Leites
Porcas NAo reativo Reativo(®) Total Probabilidade
Reativo (+) 25 2 27
Reativo (++) 62 5 67
Reativo (+++) 12 1 13
Total 99 8 107 P =0,9995

O teste Qui-quadrado aplicado aos dados (P = 0,9995) ndo permitiu rejeitar a
hipotese de independéncia entre o titulo da fémea para PCV2 e o titulo do feto. Isso
significa que se pode afirmar que exista dependéncia entre o titulo da fémea e o titulo do

feto na deteccdo de anticorpos contra PCV2.

No diagndstico para leptospirose (tabela 7), da totalidade das fémeas testadas, 117
(97,5%) ndo apresentaram titulo, 1 (0,83%) apresentou titulo 1:100 para o sorovar L.
grippotyphosa e 2 (1,67%) com titulo reagente 1:400 para o mesmo sorovar. Nenhum dos

fetos apresentou aglutinagéo neste teste.

Tabela 7 - Resultados soroldgicos (SAM) para para Leptospiras spp.

Resultados
Animal
testado x Reagente Reagente
Nao Reagente Titulo 1:100% Titulo 1:400%
Porcas 117 (97,5%) 1(0,83%) 2 (1,67%)
Fetos 201 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

* Referente ao titulo L. grippotyphosa
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Na tabela 8 estdo os resultados dos testes para diagnostico das outras doencas

pesquisadas.

Tabela 8 — Resultados dos diagnosticos das demais doencas reprodutivas estudadas.

Doenga \Teste Sorolégico Resultados

Brucelose (AAT, SAL e 2-ME) N&o Regente Reagente
Porcas 120 (100%) 0 (0%)
Fetos 201 (100%) 0 (0%)
Toxoplasmose (HI) N&o Reagente Reagente
Porcas 120 (100,%) 0 (0%)
Fetos 192 (95,52%) 9 (4,48%)
PRRS (Elisa) Nao Reagente Reagente*
Porcas 118 (98,33%) 2 (1,66%)*
Aujeszky (Elisa) Nao Reagente Reagente
Porcas 120 (100%) 0 (0%)
Peste Suina Cléssica (Elisa) Nao Reagente Reagente
Porcas 120 (100%) 0 (0%)
Erisipela (Elisa) N&o Reagente Reagente
Porcas 104 (86,66%) 16 (13,33%)

* Os fetos destas 2 porcas foram testados por PCR e apresentaram resultado
negativo. Uma destas foi recoletada, retestada apresentando sorologia negativa e
outra foi descartada antes do reteste.

Nos testes para PRRS, VDA e PSC, brucelose e toxoplasmose nenhuma das porcas
foi positiva.

Nenhum feto foi positivo para brucelose e 9 (4,48%) apresentaram infeccdo pelo
Toxoplasma gondii.

Foram identificadas 16 (13,4%) porcas soropositivas para Erisipela suina.
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Tabela 9 - Freqiiéncia dos resultados soroldgicos considerando grupos de doengas virais,

bacterianas, parasitarias e combinagdes entre elas.

Com Titulo indicativo de Infeccao

Sem
Animal . . . . Titulo,
testado Viral Bacteriana Parasitaria Viral Viral com
(PCV2, (Brucelose, (Toxoplasmose) e e Titul
PVS, Leptospirosee P Bacteriana Parasitaria bailxg gu
VDA,PSC) Erisipela) .
suspeito
77 19 0 9 0 33
Porcas
(64,17%) (15,83%) (0%) (4,76%) (0%) (27,5%)
L eitdes 12 0 9 0 0 180
(5,97%)** (0%)* (4,47%) (0%) (0%) (89,55%)

* Né&o foram testados para Erisipelotrix sp. ** Testados somente para PCV2 e PVS

As fémeas com sorologia alta para doencas virais e bacterianas foram 8 positivas

para PVS e Erisipelotrix sp. e 1 positiva para PCV2 e Erisipelotrix sp.



6. DISCUSSAO

As doencas reprodutivas, na suinocultura industrial, causam prejuizos econémicos
em todo o mundo. A manifestacdo clinica dessas doencas € bastante variavel podendo
apresentar desde uma infeccdo subclinica até interrup¢do da gestacdo. O padrdo da doenga €
largamente influenciado pela fisiologia reprodutiva do suino e pelo patégeno envolvido
(GRESHAM et al., 2003; BARCELLOS et al., 2009).

Na suinocultura mundial, um grande numero de agentes infecciosos tem sido
associado ao aborto e falhas reprodutivas podendo incluir os virus (ex: Parvovirus suino —
PVS, Virus da Doenga de Aujeszky - VDA, virus da Sindrome Reprodutiva e Respiratoria
Porcina — PRRSV, Virus da Peste Suina Classica - VPSC), os agentes bacterianos
especificos (ex: Erysipelothrix rhusiopathie, Leptospira pomona, Brucella suis) e o0s
protozoarios (ex: Toxoplasma gondii). Recentemente o circovirus suino tipo 2 (PCV2),
agente etiologico da circovirose suina, foi associado com abortamento tardio em porcas
(NEILL et al., 1985; SADTLER et al., 1990; OLIVEIRA et al., 1995; OLIVEIRA et al.,
1997; FRANTZ et al., 2002; MALDONADO et al., 2005; SOBESTIANSKY &
BARCELLOS, 2007).

H& duas rotas principais para a infeccdo reprodutiva. A primeira é a infeccdo
ascendente, na qual os agentes infecciosos sdo introduzidos no Gtero através da vagina
durante o estro ou parto. A segunda ocorre pela corrente sangiinea, sendo que os agentes
infecciosos atingem o concepto apds episodios de viremia e ou bacteremia (VANNIER,
1999). Alguns agentes causam eventos individuais e esporadicos, enquanto outros sdo
responsaveis por epidemias de aborto e morte fetal em diversas granjas (SOBESTIANSKY
& BARCELLOQOS, 2007). Geralmente o diagndstico etioldgico de abortos € bastante dificil e
conclusivo em apenas 30-40% dos casos (STRAW et al., 1999).

Considerando o fato do aborto, muitas vezes, poder ser um problema multifatorial
(HOLLER, 1994) sugere-se um procedimento sistematico de coleta de material,
independente da suspeita inicial ou do diagnostico presuntivo. Quando a necropsia é
realizada no laboratorio, o patologista pode coletar e enviar amostras apropriadas para a
histopatologia, virologia e bacteriologia. Quando a necropsia é realizada a campo, a coleta e
0 seu envio tornam-se mais criticos. O histérico completo da granja, incluindo a idade

correta dos animais afetados, quantos animais abortaram, o status de vacinagédo do rebanho,



71

se houve introducdo de animais novos na granja, mudanga de alimentacdo, ambiente ou
alguma doenca prévia diagnosticada no rebanho, pode contribuir de forma significativa no
diagnostico (HOLLER, 1994). A presenca de titulos no fluido fetal geralmente tende a ser
mais significativa que a presenca de titulos observados no soro sangiiineo da fémea suina
(SOBESTIANSKY & BARCELLOQOS, 2007).

Parvovirose Suina

Os resultados deste levantamento sugerem que o PVS pode ser uma
importante causa de mumificacéo fetal e natimortalidade em fémeas suinas. No teste de HI
para PVS, a maioria das fémeas 113 (94,17%) teve titulo de anticorpos considerado
positivo, com altos titulos em todos os rebanhos amostrados, 5 foram classificadas como
suspeitas (4,17%) e somente 2 com resultado negativo (1,67%). Dos fetos, 176 foram
negativos (87,56%), 19 suspeitos (9,45%) e 6 positivos (2,99%).

Estes fetos positivos foram confirmados pela técnica de PCR e Imunohistoquimica
(SAROCHA, dados n3o publicados; MORES, dados ndo publicados? respectivamente).
Todos os fetos positivos tinham comprimento maior ou igual a 20 cm e dentre 0s suspeitos
apenas 2 com comprimento inferior a 20cm (1,01%). Esses dados sé@o reforgados como
descrito por Joo et al. (1976) e Mengeling & Cutlip (1976) que por volta dos 70 dias de
gestacdo o feto torna-se imunocompetente, ele é capaz de produzir anticorpos proprios e
sobreviver a infecgdo. Como pode ser observado na tabela 3 ndo houve correlacdo direta
entre os titulos das maes e dos fetos, ou seja, 3 fetos positivos sdo filhos de porcas
consideradas negativas, dois destes filhos de porcas com titulagcdo 128 e um filho de porca
com titulo 256. Entretanto, apenas 3 fetos filhos de maes positivas, com titulos acima de
2048, sugestivos de infeccdo, apresentaram titulos acima de 128, sugestivos de infeccdo no
feto, sendo 2 com titulo 256 de 2 porcas com titulo 16384 e 1 feto com titulo 1024 filho de
uma porca que apresentou titulo 4096, embora o teste estatistico tenha concluido pela ndo
dependéncia do tamanho do feto com o seu proprio titulo, nem a dependéncia do titulo do

feto em relagéo ao titulo da mae.

! Camila Sarocha, Mestranda CAV-UDES, 2009
2 Nelson Mores, Pesquisador da Embrapa Suinos e Aves, 2009
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A prevaléncia de fémeas positivas é superior ao previamente descrito em outros
paises (NASH, 1990) e os dados obtidos variam de 44% de fémeas positivas
(ORAVAINEN et al., 2005), 64,5% (STAFFORD et al.,1992), 73,1% (FONI et al., 1989)
a 84,6% (ORAVAINEN et al., 2006). O presente estudo foi direcionado e todas as fémeas
amostradas tiveram problemas reprodutivos o que ndo era o caso dos outros trabalhos
anteriormente citados.

No Brasil, ja foram realizados levantamentos soroldgicos em criagcdes comerciais
antes da introducdo da vacina frente ao PVS (GOUVEIA et al., 1984) e ap0s seu uso
(BARTHASSON et al., 2006; PIMENTEL et al., 2006) e em criages rusticas para fins de
subsisténcia (RODRIGUEZ et al., 2003). Em todos os trabalhos, foram observadas
elevadas porcentagens de animais com titulos heterogéneos anti-PVS. Assim como em
relatos de outros paises, a maioria destes estudos soroldgicos ndo apresenta outros
parametros reprodutivos, tornando uma avaliagdo sobre a vacina ou cepas de campo
circulantes dificil de ser realizada.

Conforme Streck (2008) o PVS circula nos rebanhos brasileiros entre 15 e 18%, nas
diferentes categorias animais, porém, através do teste de HI foi demonstradi que 84,7% de
fémeas eram positivas, 7,3% suspeitas e 8,1% negativas (GAVA et al., 2009).

Na Regido Sul foi demonstrado grande homogeneidade em criacbes comerciais,
variando de 80,0% (MARTINS et al., 1984) a 80,5% de suinos positivos (DAMBROS et
al., 1995). Por outro lado, 0 mesmo ndo foi evidenciado em criagfes extensivas ou de
subsisténcia no Brasil, que apresentaram de 14,6% (BARTHASSON et al., 2006) a 51,5%
de animais positivos (RODRIGUEZ et al., 2003). Possivelmente, essa homogeneidade
encontrada em cria¢cfes comerciais seja por possuirem um maior nimero de animais,
propiciando a manutencdo da circulagcdo de agentes infecciosos entre 0s mesmaos.

Existe uma grande controvérsia quanto ao titulo de anticorpos anti-PVS
considerado protetor. Paul et al. (1980) consideram que apenas titulos maiores ou iguais a
80 ou 160 protegem os animais da infecgdo. Contudo, outros autores afirmam que titulos
menores que 80 ndo protegem contra a infecgdo, mas podem proteger contra a infeccao
trans-placentaria e conseqlente transtorno reprodutivo em fémeas vacinadas. Foi
demonstrado que em animais vacinados desafiados por via oral e nasal com PVS, titulos a
partir de 10 j& forneceram protecdo (MENGELING et al., 1979). Com o surgimento de

vacinas comerciais no inicio dos anos 90, a vacinacdo (com vacina inativada) passou a ser
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uma pratica comumente utilizada nas criagdes comerciais brasileiras, cabe salientar que a
infeccdo natural produz titulos mais altos do que a vacinacéo e que todas as matrizes aqui
testadas foram vacinadas.

A distincdo entre titulos de anticorpos vacinais e oriundos de desafios de campo
poderia ser realizada através do nivel de anticorpos, porque a estimulagdo humoral
realizada pelas vacinas geralmente ndo excede titulos de 512 em HI (ORAVAINEN et al.,
2006). Entretanto, a impossibilidade de diferenciar anticorpos estimulados por vacinas de
uma resposta estimulada por virus circulantes, juntamente com a falta de uniformizacéo de
métodos sorologicos, dificultam este tipo de analise. Devido a isto, informacdes sobre as
perdas reprodutivas da granja e diagnostico por deteccdo direta passaram a ser necessarios
(ORAVAINEN et al., 2005).

JOHNSON et al.(1976) evidenciou o carater ubiquitario do virus, assim como sua
ampla capacidade de disseminacdo dentro de uma granja através de um estudo que mostrou
gue animais jovens, abaixo de seis meses, apresentavam titulos baixos (supostamente
oriundos da imunidade passiva) e, apos este periodo, quase todos os animais estudados
(95-100%) apresentavam titulos acima de 256 (oriundos da imunidade ativa).

Tradicionalmente a deteccdo direta do PVS é realizada a partir de tecidos ou
envoltérios fetais (JOO et al., 1976; ORAVEERAKUL et al., 1990; SOARES et al., 1998;
WOLF et al., 2008).

Né&o existem trabalhos semelhantes que relatem a pesquisa de anticorpos anti-PVS,
através do teste HI, no soro de fetos, natimortos ou abortos, ou ainda em animais com
falhas reprodutivas a campo para se poder comparar com os resultados aqui obtidos.

Diferentemente da detec¢do indireta, atraves de sorologia, a deteccdo direta do PVS
poderia fornecer a comprovacao de que o virus estad replicando no hospedeiro, podendo
levar a perdas reprodutivas. Tradicionalmente, esta é realizada através da técnica de
isolamento viral (LESLIE-STEEN e KIRKBRIDE, 1983) e da PCR (MORENO et al.,
2007; PESCADOR et al., 2007; WOLF et al., 2008) em tecidos oriundos de abortamentos.
Apesar dessas técnicas serem sensiveis, uma reacdo de autolise nos tecidos fetais poderia
degradar as particulas virais, mascarando os resultados, o que ndo ocorre na sorologia.

O teste de ELISA para o PVS possui eficacia equivalente ao HI (HOHDATSU et
al., 1988; WESTENBRINK et al., 1989), além de ter vantagens como a leitura

automatizada, alta reprodutibilidade e possibilidade de vendagem em Kits, que tornam este
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teste uma boa opcéo para o diagnostico sorologico, principalmente para a anélise de grande
nimero de amostras pela agroindustria. Outros métodos soroldgicos também j& foram
adaptados para o PVS, como a micro-aglutinagdo em tubo (JOO et al., 1975),
imunodifusdo em gel de agar (TOO et al., 1983), imunofluorescéncia (RIVERA et al.,
1986) e a aglutinagdo rapida em placa (LU et al., 2006). Entretanto nenhuma destas
técnicas conseguiu obter a praticidade ou confianca do HI ou ELISA para o PVS
(WESTENBRINK et al., 1989).

Sindrome Reprodutiva e Respiratdria Suina

Embora o aborto, a ocorréncia de natimortos sejam sinais reprodutivos da fase
aguda da PRRS (SOBESTIANSKY & BARCELLOS , 2007) e estes estivessem presentes
nas fémeas testadas, o teste ELISA para PRRS detectou apenas duas porcas positivas.
Destas porcas, uma ja tinha sido descartada e a outra foi re-coletada E re-testada
apresentando resultado negativo, considerada falso positiva. Seus respectivos fetos foram
testados pela técnica de Nested RT-PCR e os resultados foram negativos. Este resultado
confirma os obtidos por Ciacci-Zanella et al. (2004) que ao estudarem a prevaléncia de
PRRS em testes sorolégicos em granjas que importavam material genético, portanto
suscetiveis a introducdo do agente patogénico, usando testes mais sensiveis apresentaram
resultados negativo, permitindo aos autores concluir pela ndo ocorréncia da doenca no pais.

Na presente pesquisa, também néo foi observado, nas necropsias, nenhum feto com
sinais clinicos descritos por Ciacci-Zanella et al. (2004), ou seja, manchas hemorragicas no
cordao umbilical, aumento do volume do corddo, acumulo de fluido &mbar distendendo as
membranas dos rins, etc.

TIZARD (2002) lembra que a baixa especificidade do teste ELISA podem causar
resultados falso positivos, assim como a vacinagdo prévia, a administracdo de soros
hiperimunes ou imunoglobulinas, a transferéncia passiva de anticorpos e falhas técnicas.

No Brasil ndo ha relato ou descricdo da PRRS até a presente data, apesar do fato de
estar proximo de paises que possuem a sindrome, como o Chile (RUIZ et al., 2003) e a
Venezuela (BOULANGER et al., 2006) e ainda, importar animais, de paises que
apresentam a doencga de forma endémica. Apesar de haver a necessidade de monitorar

constantemente a PRRS no Brasil como vigilancia, ha poucos levantamentos feitos e que
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confirmam a auséncia da enfermidade em nosso meio (RISTOW, 2000; CIACCI-
ZANELLA et al., 2001; RISTOW & LAGE, 2001). Apds a entrada do virus em um
rebanho, o virus se dissemina rapidamente e de 85 a 95% dos animais do rebanho se
tornam soropositivos dentro de dois a trés meses (ALBINA, 1997), demonstrando assim a
alta transmissibilidade e a alta infectividade do agente etioldgico.

Ciacci-Zanella et al. (2001) analisaram 3785 amostras, em oito Estados do pais,
entre 0 ano de 1990 a 2001 e também n&o encontraram indicios da enfermidade. Sabe-se
que o virus da PRRS pode entrar em um pais atraveés da importacdo de suinos vivos
infectados, sémen contaminado e importacdo de produtos de origem suina contaminados,
sendo a entrada de suinos vivos infectados a principal forma de disseminacdo da PRRS nos
paises atualmente positivos (ALBINA, 1997). Visto isso, € interessante citar um estudo
evidenciando a auséncia da PRRS na Suica (CORBELLINI et al., 2006) que analisou os
resultados de levantamentos feitos para o virus nos anos de 2001 e 2004, ndo encontrando
evidéncias de que o virus esta presente neste pais. Os autores deste estudo comentam que
as importacdes restritas feitas somente de granjas negativas sorologicamente para a doenca
nestas Ultimas décadas é uma possivel explicacdo para a continua auséncia da infeccao pela
PRRS no pais. No geral, os paises livres da sindrome da PRRS caracterizam-se por
pequenos numeros de rebanhos e animais, pequena atividade comercial internacional de
produtos e subprodutos suinos e por utilizar métodos mais tradicionais de producdo. O
Brasil, particularmente, estd fortemente inserido no contexto internacional como
importante produtor de suinos e exportador de carne e ndo apresenta estas caracteristicas
de producdo de menor escala, 0 que aumenta consideravelmente a susceptibilidade do pais
frente ao agente e importancia de se manter com o status de livre da PRRS. Com isso, a
promogdo de uma vigilancia através de medidas de biosseguranga como quarentenarios,
com testes laboratoriais rotineiros e eficazes, obtencdo de animais e sémen de fontes
seguras, controle na importagdo de produtos e subprodutos suinos, adequado destino de
dejetos e carcacas contaminadas e todas as medidas de biosseguranca internacionais que
asseguram a posicdo do Brasil como negativo para PRRS, diminuindo os custos de

producéo e trazendo vantagens comerciais e econémicas ao pais.
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Doenca de Aujeszky

N&o foram observadas porcas soro positivas para o VDA, através da técnica de
Elisa. Ndo é conhecida no Brasil a prevaléncia do VDA nos rebanhos comerciais e nas
criacbes de fundo de quintal. Por outro lado, as Granjas de Reprodutores de Suinos
Certificadas (GRSC) que comercializam reprodutores estdo livres. Devido a capacidade do
VDA estabelecer infeccdo latente nos suinos, sem o aparecimento de sintomatologia
clinica, o suino infectado sub clinico é um disseminador do virus, tornando cada vez mais
importante a aquisi¢do de reprodutores apenas de granjas com certificacdo sanitéria oficial
emitida pelo MAPA (SOBESTIANSKY et al. 2007).

Peste Suina Classica

Nenhum dos animais testados foi soro-reagente no teste de ELISA anti Peste Suina
Classica (PSC). Isso esta de acordo com o descrito em um estudo de Freitas e
colaboradores (2004) que na regido Sul o nimero de surtos de peste suina classica atingiu
31 em 1993, diminuindo para zero em 1999, condicdo que é mantida até agora. Em 2000
foram investigadas sorologicamente anti virus da PSC, 2066 granjas de suinos, sendo das
28.717 amostras de soro, nas quais foram detectadas 277 (0,96%) reativas em 83 (4%)
granjas de suinos (FREITAS et al., 2004). Independente das estratégias aplicadas durante
26 anos, foi demonstrado que o numero de surtos de PSC de 1978 até 2004 caiu
drasticamente em todo pais, especialmente nos quatorze Estados inclusos na “Zona Livre
de PSC”, status este adquirido em 4/01/2001. Os resultados sugerem que a eficacia dos
programas de erradicacdo depende da continuidade das estratégias definidas como a
vigilancia rigorosa, notificacdo, rastreamento do virus e medidas sanitarias que agilizem a
acdo no momento de deteccdo de virus da PSC (FREITAS et al., 2004). Edwards (1990)
considera que o numero de surtos de peste suina classica pode indicar se as estratégias

aplicadas para controlar a doenca foram eficientes, mas em muitos paises nao foram.

Os resultados do presente trabalho, obtidos nos testes para Doenca de Aujeszky e
Peste Suina Clé&ssica estdo de acordo com o esperado considerando a condicdo de Estados
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livres para estas doencas como consequéncia dos trabalhos de erradicacdo anteriormente

executados para essas doencas.

Circovirose Suina

No presente estudo todas as fémeas testadas reagiram sorologicamente para PCV2
(tabela 1), sendo 32 (26,67%) reagentes (+), 84 (70%) reagente (++) e 4 (3,33%) reagente
(+++). Neste trabalho foi realizado o teste de Imunoperoxidase em monocamada (IPMA)
do soro de fetos e/ou liquido torécico/abdominal, no qual obteve-se 8 (3,98%) fetos
reagentes ao PCV2 com titulos variando entre 20 até 160. Cabe salientar que todos estes
fetos reagentes eram maiores que 20 cm, fase em que ocorre 0 inicio do desenvolvimento
do sistema imune do feto. Isto poderia indicar o contato do feto com o agente patogénico.
Pensaert et al. (2004), demonstraram que o0 PCV2 pode atravessar a barreira placentaria e
causar infeccdo em embrides ou fetos mesmo em matrizes soropositivas. Neste estudo, 0s
autores demonstraram que o PCV2 pode causar viremia de forma livre no plasma ou
associada a celula. Kim et al. (2004) e Park et al. (2005) relataram que o PCV2 pode
atravessar a barreira placentaria em qualquer idade de gestagéo.

Os dados soroldgicos encontrados nesse trabalho reforcam a indicacdo de
Larochelle e colaboradores (2003) de que foram encontrados anticorpos para PCV2 em
suinos provenientes de todos os continentes e que a infeccdo pelo PCV2 pode estar
amplamente distribuida entre a populagdo suina mundial. Lukert e Allan (1999) citam a
ocorréncia em diversos paises europeus e em algumas propriedades nos EUA. Segales e
Domingo (2002) informam que geralmente a prevaléncia muito elevada, indices proximos
de 100% dos rebanhos séo reagentes por sorologia, indicando que a infec¢cdo pelo PCV2 ¢
disseminada e que pode ocorrer em rebanhos afetados e ndo afetados clinicamente pela
sindrome.

A prevaléncia de 3,98% encontrada no presente trabalho assemelha-se mais as pesquisas
realizadas por Pescador et al. (2007) nas quais, relataram 5,7% das amostras positivas ao
PCV2 do total de 121 fetos investigados. Entretanto, Moreno et al. (2007) realizaram
estudo por meio de PCR com 1727 fetos mumificados, natimortos e abortados, sendo que
todas as amostras foram negativas para o0 PCV2. Resultados estes também encontrados por

Maldonado et al. (2005) que nédo relataram participacdo efetiva do PCV2 como patdgeno
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fetal, mesmo na Espanha onde a SRM é amplamentente disseminada. Entretanto,
Zlizlavsky et al. (2008) relataram Republica Checa, uma frequéncia de 21,7% a 54,1%
entre os anos de 2005 a 2007, ja Kim et al. (2004) em estudo realizado na Coréia do Sul
observaram freqiéncia do PCV2 em 13,1% de 350 fetos mumificados, natimortos e
provenientes de aborto. Desta forma, ha necessidade de outros estudos para avaliar a
freqiiéncia de detecgdo do PCV2 em fetos suinos, bem como do impacto deste agente no
desempenho reprodutivo do plantel.

Observando os altos niveis de anticorpos das fémeas, vale considerar os achados de
Barbosa et al. (2008) onde valores de titulos de anticorpos médios a altos para 0 PCV2
podem coexistir com a presenca dos sinais clinicos caracteristicos da sindrome e a
presenca do antigeno viral nos tecidos, e McNeilly et al. (1999) e Rodriguez-Arrioja et al.
(2003) correlacionaram altos titulos de anticorpos para 0 PCV2 com grande quantidade de
antigeno viral nas lesdes histopatoldgicas, alteragdes macroscopicas e sinais clinicos
sugestivos da sindrome.

No presente trabalho, anticorpos anti-PCV2 foram detectados por imunoperoxidase
em monocamada (IPMA), conforme descrito por Rodriguez-Arrioja et al. (2000),
utilizando dilui¢Ges seriadas (de 1:20 as 1:20480) e agrupando os resultados como ndo
reagente ou reagente com titulo baixo (1:20 a 1:80), médios (1:320 a 1:1280), e altos
(1:5120 a 1:20480). O mesmo autor relatou que a importancia da técnica esta relacionada a
obtencdo de resultados que auxiliam o entendimento do padrdo de infeccdo dentro do
rebanho, sendo possivel tracar estratégias de controle e realizar estudos epidemioldgicos.

Nawagitgul et al. (2002) comparou técnicas soroldgicas e concluiram que a IPMA
exige experiéncia, ndo somente na preparacdo do cultivo celular, mas também na acuracia
de interpretacdo dos resultados. Nawagitgul et al. (2002) relata o desenvolvimento de
Metodos de ELISA, os quais podem ser automatizado, o que facilita a precisao e diminui o
tempo para a liberacdo dos resultados para a detecgdo de anticorpos anti-PCV2. Estes
testes de ELISA utilizavam como antigeno a suspensao viral oriunda de células infectadas
com PCV2 (ELISA-PCV2) ou proteina recombinante da regido ORF-2 do PCV2 (ELISA-
ORF-2). Esses métodos, quando comparados com a técnica de IFI, apresentaram uma
acuracia, sensibilidade e especificidade diagndstica maiores que 90% . Entretanto
BLANCHARD et al. (2003) desenvolveram um ELISA indireto, com uma proteina do

capsideo viral codificada pela ORF-2 do PCV2. Quando comparado com o teste de IP
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observou-se sensibilidade 98,2 % e a 94,5% de especificidade diagndstica. J& McNair et al.
(2004) destacam a necessidade de procedimentos padronizados comercialmente para este
virus, pois a imunofluorescéncia indireta (IFI) e IPMA demonstram uma grande variacéo
nos titulos obtidos entre diferentes laboratorios. Os testes exigem um nivel de
conhecimentos e equipamentos, que ndo pode estar presente em todos os laboratorios. 1sso
permite questionar a validade e utilidade das informagdes epidemiolégicas soroldgicas de
estudos baseados em PCV2, como a relacéo entre niveis de anticorpo e a interpretacdo da
doenca. Mahé D. et al. (2003) concluiram que se houvesse comercialmente um método
soroldgico para PCV2 como o ELISA que é especifico, sensivel e facil de usar, nos
permitiria diagndstico soroldgico em larga escala em rebanhos.

Estudos recentes tém demonstrado a presenca de PVS em suinos infectados
naturalmente por PCV2 (ALLAN et al., 1999) em casos de SDMS. Em outros trabalhos ha
relatos de co-infecgdo em 2,5% dos casos (PESCADOR, 2008, ALTHERR et al., 2003).

No presente estudo ndo foi observada sorologia indicativa de co-infeccdo entre
PCV2 e PVS, nem relacdo entre o titulo da mée e o titulo do feto para PCV2 e PVS porque

a frequiéncia de titulos dos fetos foi muito baixa, como pode ser visto nas tabelas 2, 3 e 4.

Brucelose

Os resultados deste estudo mostraram que apenas uma amostra foi positiva no
TAAT e resultou inconclusivo no 2-ME e PLT para brucelose. Essa amostra foi
encaminhada para o laboratorio Lanagro para realizagdo do teste fixagdo de complemento
(FC) que ¢é mais sensivel e indicado pelo MAPA para confirmagdo do resultado. Com isso
confirmou-se que nenhuma das amostras foi positiva para a Brucelose suina.
Considerando-se 0 numero de animais testados, a ocorréncia de animais soropositivos no
presente estudo difere do descrito por Viana (1975), Figueiredo (1984) e Mota et al.
(1997), cujas prevaléncias obtidas foram 13,0%, 8,7% e 60,0%, respectivamente, nos
animais avaliados. As prevaléncias encontradas por Silva et al. (1984), por Poester (1989)
e por Poester et al. (2002) respectivamente, 0,65%, 0,2% e 0,34% foram as mais proximas
encontradas quando comparadas com o presente estudo (0%). Os resultados obtidos no
presente trabalho, a exemplo do exposto por Poester (1989), ndo permitem estimativas

sobre a prevaléncia da brucelose suina porque a amostragem néo foi elaborada dentro dos
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parametros estatisticos requeridos para estudos de prevaléncia. Todavia, para 0s objetivos
do estudo apresentado aqui foi suficiente para demonstrar o perfil soroldgico das amostras

testadas.

Leptospirose

Das porcas testadas sorologicamente para leptospirose pelo método SAM, 117
(97,5%) nédo apresentaram qualquer titulo, 1 (0,83%) apresentou titulo 1:100 para o sorovar
L. grippotyphosa e 2 (1,67%) com titulo reagente 1:400 também para 0 mesmo sorovar,
titulo este sugestivo de infeccdo recente. Nenhum feto suino apresentou aglutinacdo neste
teste. Todos os rebanhos analisados eram vacinados e apresentaram resultado negativo,
indicando que ndo houve producédo de anticorpos pelo animal ou o titulo baixou a ponto de
ndo ser mais detectado pelo teste. O que chama atencdo é o fato de que 100% das granjas
utilizavam a vacinacdo como forma de prevencédo, deixando claro que existem falhas nos
protocolos vacinais e/ou manejo de vacinacdo e que, somente a vacinagdo ndo é um
método de controle adequado, devendo ser trabalhados todos os fatores de risco, como por
exemplo o controle de roedores e melhorar a qualidade da agua.

Diversos inquéritos sorolégicos ja foram realizados no Brasil empregando a técnica
de soroaglutinacdo microscopica (SAM) em suinos indicando a maior ocorréncia dos
sorovares L. icterohaemorragiae, L. tarassovi, L. hardjo, L. bratislava, L. canicola, L.
gryppothiphosa em Santa Catarina (GRIEBELER & BATAZZO, 2007) e L.
icterohaemorrhagiae no estado do Parana (DELBEM et al., 2004). Na presente pesquisa
somente o sorovar L. grippotyphosa foi identificado. Em Goias, Souza (2000) também
identificou L griphotiphosa porem, dentre 0s sorovares mais importantes esse ocupou 0
terceiro lugar.

A prova utilizada no presente trabalho (SAM) ndo € indicada para determinar
protecdo, mas sim a infecgdo ou contato, porque detecta principalmente anticorpos da
classe IgM, que sofrem um declinio rapido ao longo da infecgcdo. De acordo com Thierman
(1984), a SAM ndo permite diferenciar animais infectados e vacinados, principalmente
com titulos até 1:400. Conforme Ellis (1999) os animais infectados podem apresentar titulo
abaixo de 1:100 podendo ser considerados falso negativos. Segundo André-Fontaine

(1990) um animal pode ser excretor e sorologicamente negativo. Titulos elevados de SAM
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ndo permanecem altos mais de dois meses ap6s inoculacdo, o que explica que este teste
pode ndo ser compativel com o nivel de infec¢do da granja.

As coletas da presente pesquisa foram realizadas no momento do parto ou aborto ou
no maximo 15 dias apos este ter ocorrido, o que difere do sugerido por Pritchard (1986) ao
recomendar que os veterinarios devem ser prudentes na interpretacdo do teste porque para
diagnostico de problemas reprodutivos a sorologia normalmente é praticada no momento
do aborto e repetida apos 3 semanas, sendo que as vezes ndo se consegue detectar titulos
altos.

A baixa prevaléncia da doenca na maioria dos rebanhos estudados, favorece a
oportunidade de se iniciar um programa de erradicacdo baseado em estratégias de
antibioticoterapia e controle dos fatores de risco, como por exemplo o controle de

roedores.

Erisipela Suina

Através da técnica de ELISA foram identificadas 16 de porcas soropositivas com
titulos elevados para Erisipela (13,4%), os quais s&o sugestivos de infeccdo, mesmo as
porcas estando vacinadas. Estes titulos demonstram a importancia da doenga como
causadora de falhas reprodutivas em suinos como descrito por Penrithh & Spencer (2004),
onde informaram que infecgdes por Erysipelothrix sp, tém sido demostradas como causa de
aborto em fémeas suinas. Pescador (2007) também relatou a ocorréncia da doenga em um
feto suino abortado. Ja Hoffmann & Bilkei (2002) verificaram mumificacdo fetal, aumento
de natimortos em final de gestacdo. Segundo Foscolo & Ristow (2009) a doenga pode ser
agrupada conforme a sintomatologia em aguda, subaguda ou cronica.

A prevaléncia encontrada de 13,4%, reforca o descrito por Bersano et al. (1982) que
no Brasil, ha um grande nimero de suinos portadores de Erysipelothrix sp. distribuidos,
por todo o territorio. Pezerico (2004) verificou a ocorréncia do agente em 19,41% de
tonsilas de 510 suinos amostrados. Esta mesma autora, também relatou a ocorréncia de
25,93% em Goias, 23,08% no Parana, 20,51% em Minas Gerais, 14,67% em S&o Paulo e
12,71% em Mato Grosso do Sul, indicando que a presenca do Erysipelothrix sp. esta
disseminada em todo pais.
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Toxoplasmose

Todas as porcas testadas para toxoplasmose foram negativas, porém de suas
leitegadas foram encontrados 9 fetos infectados (4,48%), todos de uma mesma granja, do
Estado do Parand, com titulos variando entre 32 a 256. O fato destes fetos serem positivos
e as respectivas maes serem negativas pode sugerir inespecificidade do teste soroldgico.

Como informa Tenter (1999) os animais podem se infectar, por via oral, pela
ingestdo de oocistos eliminados nas fezes de felideos. Com isso, 0 gato doméstico que
convive nas instalacbes de suinos, em especial nas fabricas de racdes, representa um
enorme risco. Bezerra et al. (2009) observaram que o sistema de criacdo (intensiva X
extensiva) e Da Silva et al. (2008) que o grau de tecnificagdo sdo apontados como fatores
de risco para a infec¢do de suinos. Pereira (2005) relata que o contato direto ou indireto
com outras espécies de animais, tais como gatos e roedores, também tem sido incriminado
como fator de risco. Para Tsutsui (2003) além desses ja mencionados, fatores relacionados
ao manejo, como a presenca de lamina d’agua nas baias, bebedouro tipo canaleta e a
presenca de areas alagadicas nas propriedades, foram associados a maior prevaléncia da
infeccao.

O presente estudo teve uma prevaléncia de 4,48%, porém Giraldi et al. (1996)
registraram casos de toxoplasmose congénita natural em granjas de suinos, em Londrina,
no Parand, de um total de 43 matrizes associadas com abortamento, natimortos ou mortos
apo6s 0 nascimento, 24 eram positivas (55,81%) para anticorpos anti-T. gondii. Conforme
Pereira (2005) a prevaléncia da toxoplasmose suina no Brasil pode variar de regido para
regido, conforme os habitos sdcio-culturais, fatores geograficos e climaticos.

Nos testes foi wutilizada a técnica de hemaglutinacdo. Varios estudos
epidemioldgicos utilizando a mesma técnica ja foram realizados em criatorios de suinos de
varios Estados. Foram encontradas soroprevaléncias que variaram de 1,16% no Estado de
Santa Catarina (WENTZ, SOBESTIANSKY & CHAPLIN, 1988) a 20% no Estado do Rio
Grande do Sul (FIALHO & ARAUJO, 2003), a fregliéncia de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii, foi 20% de soros iguais ou superiores a diluicdo 1:64. (FIALHO & ARAUJO,
2003). Vieira et al. (2005) detectaram o agente em 16% dos soros testados de fémeas
reprodutoras de criagcBes de suinos tecnificadas, indicando que o T. gondii estd presente

nestas criacOes e é capaz de infectar estes animais. Ja Carletti et al. (2002), no Parana,
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utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), verificaram uma prevaléncia de
42,85% e Carletti et al. (2005) encontraram 4% de animais positivos. Esses estudos
apontaram também uma maior freqiiéncia de positivos em matrizes, quando comparadas

aos animais de terminagéo.

Comparando o0s testes diagnosticos disponiveis como a reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o teste aglutinagéo direta modificada (MAT) que
reconhecem anticorpos dirigidos a antigenos de superficie do parasito, enquanto que a
hemaglutinacdo (HA) e o ELISA, normalmente reconhecem também antigenos
citoplasmaticos, tendendo a detectar anticorpos mais tardios (SILVA, 2010). Ishizuka et al.
(1986) compararam os resultados das provas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e de
hemaglutinacdo (HA), de anticorpos anti-Toxoplasma, em soros de suinos e obtiveram
concordancia de 69,2%. O indice de co-positividade de HA, em relacéo a IFI, foi de 72,8%
e 0 de co-negatividade foi de 100%. Os resultados de Minho et al. (2004) s&o interessantes,
pois ndo encontraram diferencas entre a IFl e 0 MAT. Segundo Dubey et al. (1995), o
MAT é um teste de elevada sensibilidade para uso em suinos, em 1997 o mesmo autor
conclui que o mesmo teste tem elevada especifidade analitica. Para Will et al. (2006) o

teste € menos sensivel apenas que o ELISA.

Dentre as doencas estudadas, as infeccBes virais foram as mais reagentes sendo
identificadas em 77 porcas (64,17%) e 12 fetos (5,97%). As infecgdes bacterianas foram
observadas em 19 porcas (15,83%) e a com maior prevaléncia foi Erisipela suina com 16
animais (13,4%) positivos. A doenga parasitaria pesquisada (Toxoplasmose) foi detectada
apenas em 9 (4,76%) dos fetos testados. Nao foi detectado titulo para nenhuma das doencas
testadas em 33 porcas (27,5%) e 180 fetos (89,55%), sendo esses considerados negativos
neste estudo. A associacdo de titulos altos para doencas virais e bacterianas ocorreu em 9
porcas, destas, 8 positivas para PVS e Erisipelotrix sp., e 1 positiva para PCV2 e
Erisipelotrix spp. Estes dados diferem dos encontrados por Kirkbride et al. (1978) e Broll et
al. (1993) que fizeram levantamentos de causas de aborto em suinos e relataram uma

prevaléncia de 8,2% a 16,5% por agentes bacterianos.
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Na suinocultura moderna, a maioria dos problemas de fertilidade deve-se a
transtornos ndo infecciosos dificultando o diagndstico dos veterinarios de campo ja que
normalmente os fatores de risco associados a este tipo de problema estdo correlacionados
entre eles, ou com transtornos infecciosos (HANSEN & WOLLMANN 2008).

Considerando que atualmente a suinocultura tem vaérias técnicas de imuno-
diagnostico a disposicdo, o estudo sorologico é uma ferramenta auxiliar no diagndstico,
indicando que 0s suinos entraram em contato com o agente e a analise dos resultados e a
interpretacdo dos titulos dos anticorpos permitem a verificagdo da eficacia dos programas
de vacinacdo ou a deteccdo de desafios de campo na agroindustria. Esse controle
simultaneo de inUmeros patdgenos permite o estabelecimento de um perfil sorologico para
as diversas enfermidades. Deste modo, permite tracar planos vacinais e profilaticos

exclusivos para cada propriedade, regido, época do ano e categoria animal.

Os resultados obtidos no presente estudo refletem a ocorréncia dos agentes nas
granjas estudadas, o que reforca a necessidade de se conhecer o perfil soroldgico da granja
ao realizar diagndsticos diferenciais e ndo apenas diagndsticos individuais. Ressalta-se,
ainda, que a andlise soroldgica aplicada isoladamente ndo é suficiente para a deteccéo de

doencas no rebanho.



7. CONSIDERACOES FINAIS

— O diagnostico soroldgico diferencial de falhas reprodutivas foi realizado em 120
fémeas e de suas respectivas leitegadas em 27 granjas. Foram amostradas um total

de 321 amostras.

— Testes de diagnostico especificos ja padronizados nos laboratorios participantes

deste estudo foram realizados dentro dos padrdes exigidos.

— Analises estatisticas foram realizadas para estudar a correlacdo entre os resultados

dos testes e também entre os resultados e tamanho do feto ou leitdo amostrado.

— A elevada sorologia positiva nas porcas (94,17%) para PVS indica ampla difusédo
da infeccdo em porcas com 2 ou mais fetos abortados, natimortos, mumificados ou

inviaveis.

— Todos os fetos com sorologia positiva (2,99%) para PVS, também foram positivos
no PCR realizado por outros autores no mesmo projeto, indicando que a prova
soroldgica do fluido fetal se constitui num bom material para diagndstico da

infeccéo por PVS.

— Na&o foram encontrados titulos de anticorpos sanguineos das porcas contra 0s
agentes de PRRS, VDA, PSC, Brucelose e Toxoplasmose.

— Todas as matrizes suinas avaliadas tiveram titulo de anticorpos para PCV2, contudo

isso foi verificado em apenas (3,98%) de seus fetos.

— Titulos de anticorpos sugestivos de infec¢do para leptospirose suina foi detectada

em apenas 1,67% das matrizes suinas.

— Foi evidenciado que 13,4% das matrizes suinas com patologia reprodutiva

apresentavam anticorpos sanguineos sugestivos de infeccdo por Erisipelothrix spp.
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— Apesar das porcas serem negativas para anticorpos para T. gondii, 9 fetos (4,48%)
demonstraram titulos anti-T. gondii. Isso sugere uma falta de sensibilidade do teste
empregado, indicando a necessidade de se utilizar outro teste de diagnostio
soroldgico para T.gondii para comparar esses resultados.

— A baixa freqliéncia de anticorpos no fluido fetal para os agentes testados é coerente
com os resultados de outros testes de diagndstico do agente realizados no mesmo

projeto, onde 89,55% dos fetos foram negativos para patogenos infecciosos.

— Nas porcas, os titulos de anticorpos indicativos de infec¢Bes virais tiveram maior
freqUéncia (64,17%) do que os titulos de anticorpos indicativos de infecgdes
bacterianas (15,00%).



8. CONCLUSOES

— Apesar da elevada frequiéncia de titulos de anticorpos para PCV2 nas porcas ainda
ndo esta claro qual o papel do PCV2 na patogenia das falhas reprodutivas e qual a

relacdo das co-infeccGes na severidade da doenca.

— Apesar dos objetivos deste trabalho ndo serem de estudo de prevalencia, 0s
resultados deste estudo indicam que os fatores infecciosos tem um papel importante
em problemas reprodutivos, mas ndo séo os mais frequentes, indicando que fatores
de manejo por exemplo sdo mais significantes e devem ser controlados para se

evitar perdas relacionadas a falhas reprodutivas.
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ANEXOS



ANEXO 1:

Questionario aplicado para selecionar granjas para o projeto Diagnostico de Doencas
Reprodutivas

En@a

Suinos e Aves

Embrapa — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

SEG - Sistema Embrapa de Gestao

indices reprodutivos da granja nos Gltimos 6 meses considerando objetivo e momento de interferéncia

Problemas na gestacdo Objetivo | Nivel de interferéncia Situacéo da granja
Retorno ao cio (Total)- % 10 15
Retorno regular - % 6 8
Retorno irregular - % 3 5
Negativo (teste prenhez) % 3 5
Aborto % 2 4
Falsa gestacdo - % 1 3
Natimorto - % 7 10
Mumificado - % 3 5

Responsavel pelas informagdes:




ANEXO 2

SOLUCOES UTILIZADAS NA IMUNOPEROXIDASE EM MONOCAMADA

PBS (SALINA TAMPAO FOSFATO)

a. Solucao estoque: (Tampdo fosfato 0,1 M pH 7,4)

- Fosfato de sddio dibasico (NaHPO4) 7H20: 11,4 ¢

- Fosfato de sd6dio monobéasico (NaH2P0O4) 2H20: 3,3 g
ou (NaH2P04) H20:2,54 g ou 2,92 g

*Manter a solugéo estoque refrigerada.

b. Solucéo trabalho: (Tampéo fosfato salino 0,01 M pH 7,2-7,4)
- Solugéo estoque: 100 ml

- Cloreto de sodio: 8,5 ¢

- Agua destilada: 900 ml

TVS (SOLUCAO TRIPSINA-VERSENE)

-PBS: 97,5 ml

- Tripsina 2,5%: 2 ml (2,5 g tripsina em 100 ml de PBS)

- Versene 10%: 0,25 ml (10 g EDTA dissédico em 100 ml agua destilada)

TBS

- Tris base: 5,9 ¢

-NaCl: 8,7 ¢

Completar com 1 litro de adgua destilada (pH 7,6)

Para TBS 0,05% Tween, somente adicione 0,5 ml de Tween 20 a solucdo acima.

AEC

a. Solucao estoque

- AEC: 20 mg

- Dimetilfornamide: 2,5 ml (manter a 4°C)

b. Solucéo trabalho
Solucdo estoque: 0,1 ml
- Tampao acetato de sodio 0,05 M pH 4,0: 1,9 ml

c. Solucédo de H202 1%

Adicionar 20 pl de H202 1%, imediatamente antes do uso na solugéo trabalho.
- H202 30v: 100 pl

- H20 destilada: 900 pl

TAMPAO ACETATO DE SODIO 0,05 M pH 4

- Acetato de sodio 0,05 M: 0,68 g

- Agua destilada:1000 ml

*para corrigir o pH até 4 usar acido acético glacial 0,1M



ANEXO 3

SOLUGCOES UTILIZADAS NO TESTE DE HI PARA PARVOVIROSE SUINA

SOLUCAO DE HEPARINA SODICA 1000 U (para colheita de sangue de
cobaio)

- Liquemine (heparina sodica) com 5.000 U: 0,25 mL

- PBS-HI-PVS estéril: 1 mL

- Armazenar (2-8 °C).

SOLUCAO M/15 DE NAH,PO,; X 1 H,O (PM: 138) (Fosfato de Sédio
Monobasico):

- NaH,PO,4:0,92¢g

- Agua deionizada ou Milli-Q g.s.p.: 100 mL

- Autoclavar 15 minutos a 121 °C

- Armazenar em temperatura ambiente.

Solugdo M/15 de Na;HPO4 Anidro (PM: 142) (Fosofato de sodio dibasico):
- Na;HPOQO, anidro: 0,95 g

- Agua deionizada ou Milli-Q g.s.p. 100 mL.

- Autoclavar 15 minutos a 121°C.

- Armazenar em temperatura ambiente.

Preparo Tampao Salina com Fosfatos (PBS) (pH 7,2 +£0,2) para HI PVS:

- Na;HPOQO, anidro: 1,3 g

- NaH2P04; 0,322 g

-NaCl: 8,5¢

- Agua deionizada ou Milli-Q: g.s.p. 1000 mL.

- Ajustar pH em 7,2 (+ 0,2) com uma solucdo M/15 de NaH,PO,4 ou Na,HPO,.
- Armazenar em temperatura ambiente.

Solucéo de soro albumina bovina (BSA) fracédo V 10%
-BSA: 10 g

- Agua deionizada ou Milli-Q: g.s.p. 100 mL.

- Armazenar sob congelamento.

Solucéo de caolin 25% (pH 7,2 £0,2; Reagen) em PBS-HI-PVS
- Caolin: 25 ¢

- PBS-HI-PVS: 100 mL

- Armazenar sob refrigeracdo (2 a 8 °C).

Solucéo de hipoclorito de sodio a 2%:
- cloro ativo 10 a 12%: 200 mL
- Agua: 9,8 L.



Solucéo de hipoclorito de sodio a 1%:
- cloro ativo 10 a 12%: 20 mL
- 900 mL de agua destilada.

Solugao de alcool etilico hidratado 96% GL a 70%:
- Alcool anidro 96%GL: 729 mL
- Agua destilada: gsp 1000 mL.

Solugdo de alcool etilico hidratado 92% GL a 70%:
- Alcool anidro 92%GL: 761 mL
- Agua destilada: gsp 1000 mL.
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