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RESUMO

Os problemas reprodutivos em fémeas sdo uma das principais causas de descarte em
plantéis suinos. Estes podem ser divididos em causas nao infecciosas e infecciosas e
podem acarretar mortalidade total ou parcial dos conceptos. No caso de morte de toda
leitegada, as fémeas apresentam retorno ao estro, abortamento ou falsa prenhez. Ja
a mortalidade parcial leva ao nascimento de fetos mumificados e/ou natimortos ao
parto, juntamente com leitdes vivos. Fatores exdgenos, como a infertilidade sazonal e
aspectos nutricionais, e fatores enddégenos, como o aumento da taxa de ovulagéo ndo
acompanhado do aumento da capacidade uterina e o desenvolvimento embrionario
assincrono, estdo entre as principais causas de mortalidade embrionaria nao
infecciosas. Quanto as causas infecciosas, os principais agentes associados a falhas
reprodutivas em suinos sao Circovirus Suino tipo 2 (PCV2), Circovirus Suino tipo 3
(PCV3), Parvovirus Suino e a Leptospira. De forma a contribuir com os dados de
prevaléncia destes agentes infecciosos, o presente trabalho objetivou realizar o
diagndstico e frequéncia dos principais agentes infecciosos em amostras fetais de
granjas comerciais alocadas na regido sul do Brasil. Foram coletados 158 fetos (88
mumificados, 70 natimortos pré-parto e um feto abortado) oriundos de 16 unidades
produtoras de leitdes. As amostras foram submetidas ao exame de PCR e, quando
positivas, foram analisadas por meio de histopatologia. Dados referentes a fémea
(ordem de parto e numero de nascidos totais) e aos fetos (dia gestacional provavel da
morte) foram coletados. Os dados foram correlacionados (Teste de Spearman),
submetidos a regressao, para melhor deteccdo do modelo de analise e,
posteriormente, as razées de chance foram calculadas para ocorréncia dos agentes
diagnosticados por meio de PCR. Oitenta e um (51,26%) e 58 (36,70%) das amostras
foram positivas no PCR para PCV3 e PCV2, respectivamente. Entre estas, 28
(17,72%) foram positivas para ambos os agentes. Nenhuma amostra foi positiva para
parvovirus e leptospira. Apenas sete (4,43%) amostras apresentaram lesao no exame
histopatolégico, sendo cinco amostras com lesdo cardiaca e duas com lesao
pulmonar. A variabilidade nas unidades de produgcdo de leitdes teve significancia
(p<0,0001) para ocorréncia de PCV2 e PCV3, sendo que houve maior razdo de
chance de ocorréncia dos agentes em unidades de produgéo de leitdes distintas.

Palavras-chave: falhas reprodutivas; PCV2; PCV3; suino.



ABSTRACT

Reproductive failures in sows are one of the main causes of culling in swine herds.
These may be divided into non-infectious and infectious causes and can lead to total
or partial mortality of the concepts. In case of total litter mortality, the sows return to
estrus or have an abortion. Mummified and/or stillborn fetuses along with living piglets
at parturition are observed in case of partial mortality. Exogenous factors, such as
seasonal infertility and nutritional aspects, and endogenous factors, such as an
increase in ovulation rate not accompanied by an increase in uterine capacity and
asynchronous embryonic development, are the main causes of non-infectious
mortality. Concerning infectious causes, the main pathogens associated with
reproductive failures in sows are Porcine Circovirus type 2 (PCV2), Porcine Circovirus
type 3 (PCV3), Porcine Parvovirus and Leptospira. To contribute to the prevalence
data of these agents, the present study aimed to investigate the occurrence of these
in fetal samples of commercial herds located in the south region of Brazil. A total of
158 fetuses (88 mummified, 70 stillborn pre-partum and 1 aborted) from 12 piglet
production units were collected. The samples were tested using PCR and, PCR-
positive ones were analyzed by histopathology. Data concerning the sow (parity order
and the total number of born) and the fetuses (probable day of death) were collected.
Data were correlated (Spearman test), submitted to regression for better detection of
the analysis model, and, later, odds ratios were calculated for the occurrence of the
agents diagnosed through PCR. Eighty-one (51.26%) and 58 (36.70%) of samples
were PCR-positive to PCV3 and PCV2, respectively, and 28 (17.72%) were PCR-
positive for both agents. No samples were positive for parvovirus and Leptospira. Only
seven (4.43%) samples had lesions in histopathology, of which five were cardiac
lesions and two were lung lesions. The variability in the piglet production units was
significant (p<0.0001) for the occurrence of PCV2 and PCV3, and there is a higher
odds ratio for the occurrence of the agents in different piglet production units.

Key-words: Reproductive failure; PCV2; PCV3; swine.
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1. INTRODUGAO GERAL

A crescente demanda mundial por proteina de origem animal vem
impulsionando os setores agricolas e alimenticio na busca por tecnologias e
estratégias que visem melhorar a produtividade sem agredir 0 meio ambiente,
garantindo assim o desenvolvimento econdmico e sustentavel do pais (ABPA, 2021).
Neste cenario, a produgcdo de suinos se destaca quanto aos avangos geneéticos
incorporados as linhagens hiperproliferas (ROSA et al., 2014).

O aumento no tamanho das leitegadas acarretou concomitantemente no
aumento do numero de fetos natimortos e mumificados (HANENBERG et al., 2001).
A natimortalidade apresenta-se de 3-8% e a mortalidade pré-desmame geralmente
tem sido superior a 10%, o que corresponde a um quinto (1/5) dos fetos formados ao
final da gestagao que ndo chegam nem a fase de desmame (VAN DER LENDE, KNOL
& LEENHOUWERS, 2001).

A ocorréncia da mortalidade fetal € considerada multifatorial (SILVA et al.,
2016), podendo ser correlacionada com o manejo, alimentagédo e genética da matriz
gestante, fatores ambientais, bem como com a presenca de agentes infecciosos
capazes de ocasionar falhas reprodutivas (PADILHA et al., 2017).

O numero de leitdes nascidos vivos e, consequentemente, 0 numero de suinos
destinados ao abate é impactado pelo aumento da mortalidade fetal. A realizagao de
estudos epidemioldgicos e o diagnostico das causas infecciosas envolvendo a
mortalidade fetal podem auxiliar no desenvolvimento de medidas eficientes de
controle destes agentes, o que proporcionaria uma maior eficiéncia reprodutiva para
o setor (SECCO; MOYA, 2021).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho €& diagnosticar e avaliar o
envolvimento dos principais agentes infecciosos na ocorréncia de fetos natimortos e
mumificados, visando estabelecer medidas de controle para a presenca de falhas

reprodutivas nos plantéis comerciais.
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CAPITULO | - PRINCIPAIS CAUSAS DE FALHAS REPRODUTIVAS EM SUINOS

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS REPRODUTIVOS DA FEMEA SUINA

A fisiologia do processo gestacional € caracterizada por sua complexidade e
delicadeza e, portanto, requer uma série de fatores necessarios a manutengao dos
conceptos, dentre estes horménios, fatores de crescimento, citocinas e receptores,
possibilitando a sobrevivéncia dos mesmos (KRIDLI et al., 2020).

A gestacdo da fémea suina tem duragcdo média de 114 dias (MELLAGI et al.,
2006), sendo que podem ocorrer partos entre o 110° e o 119° dias de gestacgéo
(MEREDITH, 1995; VANDERHAEGHE et al., 2011). A gestagdo € mantida
principalmente pela acdo da progesterona produzida pelos corpos luteos
(SHERWOOD, 1982). Até o 12° dia de gestagao, os corpos luteos sdo autbnomos e
produzem progesterona sem a necessidade de gonadotrofinas. Apds esse periodo,
os fatores luteotréficos sdo necessarios e a producao de progesterona passa a ser
regulada principalmente pelo horménio luteotréfico (LH) (FIRST et al., 1982).

Para que haja a manutengdo da gestacdo, os embrides sinalizam a sua
existéncia (SPENCER et al., 2004) por meio da secregao de estrégeno no interior do
utero. Esse evento, chamado reconhecimento materno da gestagcdo promove
direcionamento exocrino da prostaglandina F2alfa (PGF2a) e ocupagdo dos
receptores ovarianos pela prostaglandina E2 (PGE2), o que impede que haja lutedlise
(BAZER et al., 1982).

Proximo ao parto, a concentragao de progesterona diminui e outros horménios
passam a atuar, como a relaxina, prolactina e ocitocina (FIRST et al., 1982). Os fetos
sao responsaveis pelo desencadeamento do parto, devido a producéo de altos niveis
de cortisol 24 horas antes do mesmo. Este evento é responsavel por desencadear o
redirecionamento enddécrino de PGF2aq, liberagdo dos receptores ovarianos, além da
alteracao de padrao de secrec¢ao do LH (SENGER, 2012). Nessa fase, ha converséao
de progesterona em estrogeno, sendo esse o hormdnio regulador do parto,
responsavel por promover contragcdo miometrial e aumento da secrecdo de PGF2a
pelo trato reprodutivo (SENGER, 2012).
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Tradicionalmente, divide-se o periodo gestacional da fémea suina em trés
tercos. No primeiro tergo, observam-se varios eventos de importancia, como a ligagéo
embrio-maternal, o processo de formagao da placenta (até os 21 dias de gestacgao) e,
ao final desta fase (proximo dos 35 dias de gestacdo), o embrido passa a ser
denominado como feto, devido ao processo de ossificaggdo (MCPHERSON et al.,
2004; SENGER, 2012).

O segundo terco da gestagao caracteriza-se pelo desenvolvimento de
estruturas do feto, como a formagao de érgaos e das fibras musculares, sendo este
associado a um amplo crescimento deste, desde que haja o correto aporte nutricional
e respiratorio.

A fase final da gestacdo estd associada ao término do desenvolvimento de
estruturas, como é o caso da definicdo do numero de fibras musculares, que ocorre
até os 90 dias de gestacdo (WIGMORE; STICKLAND, 1983; LEFAUCHEUR et al.,
2002). Nos ultimos dias de gestagao ocorre o maior ganho de peso (WU et al., 1999)
e término da maturacao fetal.

O desenvolvimento dos fetos tem relagao direta com a eficiéncia placentaria e
capacidade uterina da fémea. Estes necessitam de aporte nutricional adequado, além
de oxigenacao (WU et al., 2006). O efeito da capacidade uterina é visto principalmente
apos o segundo terco de gestacdo (BAZER et al., 2009). A placenta dos suinos
caracteriza-se como epiteliocorial difusa, pregueada, indecidua e provida de areas
especializadas e denominadas aréolas, localizadas nas aberturas das glandulas
uterinas (MIGLINO et al., 2001).

2.2 FALHAS REPRODUTIVAS

A falha de manutencao da prenhez pode ser considerada como a principal
causa de descarte nos plantéis produtivos, estando relacionada a fatores nao
infecciosos e/ou infecciosos. Pode-se atribuir 30 a 40% destas a agentes patogénicos
e 60 a 70% a fatores ndo infecciosos (MORES et al., 2011; LEFEBVRE, 2015). De
acordo com Pieroni (2013), a mortalidade fetal é responsavel pela perda de, pelo
menos, um leitdo desmamado/fémea/ano, apresentando importancia substancial para
a producédo de suinos.

As falhas reprodutivas podem acarretar na perda total ou parcial dos leitdes.
Logo, a mortalidade embrionaria pode atingir de 20 a 30% dos 6vulos liberados, sendo

responsavel pela maior proporgcao das perdas pré-natais. Todavia, a mortalidade fetal
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também pode assumir um papel relevante (5-15%) podendo ser mais elevada em
matrizes com maior taxa ovulatéria (BERNARDI, BORTOLOZZO & WENTZ, 2006).

A mortalidade embrionaria podera ocorrer no primeiro tergo gestacional, sendo
os embrides reabsorvidos pelo utero gravidico em consequéncia de fatores
fisiologicos e infecciosos acarretando em retorno ao estro com intervalo irregular
(PADILHA et al., 2017). A maior mortalidade do periodo gestacional esta concentrada
nesta fase, sendo que apenas 10 a 20% das mortes ocorrem apés os 40 dias de
gestacado (POPE; FIRST, 1985).

Neste caso, ndo € possivel observar alteracbes ou presenca de embrides
mortos ao parto e, em alguns casos pode-se observar abortos. Apesar de ser descrito
nessa fase inicial da prenhez, o abortamento pode ocorrer até proximo do periodo
esperado de parto (antes dos 112 dias de gestagao) e, é definido como a expulsao
dos fetos mortos ou sem que haja sobrevivéncia destes por poucas horas apos a
interrupgao da gestagcédo (CHRISTIANSON, 1992).

Também no primeiro terco gestacional observam-se os retornos ao estro,
podendo estes ser classificados como regular e irregular. O retorno regular consiste
na ocorréncia de estro no periodo esperado, conforme o ciclo estral, isto &, proximo
aos 21 dias ap6s a cobertura (MEREDITH, 1995). Em caso de retorno ao estro regular
houve falha no processo de fecundagdo dos odcitos (TUMMARUK et al., 2001)
estando relacionado a baixa qualidade das doses inseminantes (DI), incorreta
realizacao da técnica de IA ou, ainda a existéncia de infecgao prévia da fémea, oriunda
do parto anterior (metrites). O retorno ao estro irregular ocorre apds a data esperada
do ciclo estral, isto €, 21 dias depois da cobertura e se encontra diretamente
relacionado a falhas no processo de reconhecimento materno da gestagao
(MEREDITH, 1995), bem como fatores infecciosos (PADILHA et al., 2017).

A partir da ossificagao fetal, até os 90-100 dias de gestagao, o concepto morto
€ denominado mumificado (MUM) (CHRISTIANSON, 1992). Na mumificacao fetal ha
reabsor¢cédo de liquidos e tecidos moles (MEREDITH, 1995), mas a presenca dos
0ssos impede que haja reabsorg¢ao total, podendo ser observado o feto mumificado
ao parto (MUIRHEAD; ALEXANDER, 1997). Além de causas infecciosas, a presenca
de MUM estd comumente associada a falhas no manejo dos animais, fatores
nutricionais e ambientais (LEFEBVRE, 2015), além da capacidade uterina (PERE et
al., 1997) e ocorréncia de leitegadas grandes (BORGES et al., 2005). Os periodos

criticos para mumificagao fetal sdo logo apds o término da fase embrionaria, entre 35-
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40 dias de gestacao e no periodo intermediario, entre o 55-75 dias de gestacao (VAN
DER LENDE; VAN RENS, 2003).

Os fetos MUM apresentam aparéncia enegrecida e podem ter diferentes graus
de desidratacdo (CHRISTIANSON, 1992). Ao parto, o tamanho das mumias pode ser
relacionado ao momento da morte fetal (Tabela 1). Essa medig&o auxilia no processo
de identificagdo de causas associadas a esse fendbmeno. Para estimar em qual
momento da gestacao houve a morte, mede-se a distancia da crista do occipital até a
insercao da cauda da mumia (MUIRHEAD; ALEXANDER, 1997).

Tabela 1. Relacdo do tamanho dos fetos mumificados com a

idade gestacional estimada em que ocorreu a morte fetal.

Tamanho dos fetos (mm)  Idade gestacional estimada (dias)

20 30
50 40
88 50
130 60
167 70
200 80
232 90
264 100
290 110

Fonte: MUIRHEAD; ALEXANDER, 1997 (adaptado)

Um aspecto importante a ser mencionado € que nem sempre os indices de
mumificagao fetal sdo corretamente avaliados em uma granja. Isso ocorre em razéo
das dificuldades relacionadas a observacéo das mumias em meio a placenta e devido
a falta de treinamento dos tratadores para essa investigagdo. Dessa forma, o numero
de MUM pode ser facilmente subestimado quando da nao avaliacdo da placenta como
um todo apos o parto (VAN DER LEND; VAN RENS, 2003).
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O feto morto no final do ultimo ter¢o de gestacao € denominado natimorto (NAT)
(VAN DER LENDE; VAN RENS, 2003; PADILHA et al., 2017). A ocorréncia de NAT ¢é
classificada de acordo com o0 momento da morte fetal. Quando a morte ocorre entre
90-100 dias até cerca de dois dias antes do parto, considera-se o NAT pré-parto ou
tipo I. A morte fetal quando ocorre proxima ou durante o parto é classificada como
NAT intra-parto ou tipo Il €, guando ocorre apds o parto, € classificada como NAT pos-
parto ou tipo Ill (LEENHOUWERS et al., 1999).

O NAT pré-parto apresenta-se edemaciado, com inicio de autdlise, cérneas
azuladas, cordao umbilical longo e autolisado, pele com coloragdo variando entre
marrom a acinzentada e com presenga de pelos pelo corpo (RANDALL, 1972;
CHRISTENSEN, 1992). O NAT intra-parto tem aspecto semelhante ao leitdo viavel,
porém, apresenta tecido cartilaginoso nos cascos, pulmdes avermelhados e
colabados e cordao umbilical longo e umido ou rompido (CARR & WALTON, 1990;
CHRISTENSEN, 1994; DAY, 1980). Os NAT pos-parto apresentam as caracteristicas
de leitdes viaveis, incluindo presencga de leite no estbmago e pulmao inflado, por terem
respirado, porém, a morte ocorre logo apds o nascimento (CHRISTENSEN, 1994;
MEREDITH, 1995).

A maior parte dos partos nao apresentam MUM e NAT (BORGES et al., 2008).
A taxa estabelecida como normal para uma granja de suinos é de 1,5% de MUM e <5-
7% de NAT (DIAL et al., 1992; CHRISTIANSON, 1992; MUIRHEAD; ALEXANDER,
1997;). No entanto, levantamentos mais recentes verificaram aumento desses
nuameros, devido a fatores fisioldgicos e infecciosos (BORGES et al., 2005; HERDT et
al., 2019).

Dentre as diferentes classificacbes de NAT, observa-se maior ocorréncia de
NAT intra-parto em granjas comerciais (LEENHOUWERS et al., 1999). Isto se deve
ao aumento do numero de nascidos por parto, sendo mais comum em partos longos
e distécicos. Nesses casos, o leitdo sofre asfixia no canal do parto, que pode ocasionar
a morte imediata ou a reducdo da Vviabilidade apds o nascimento e,
consequentemente, a menor chance de sobrevida, favorecendo a natimortalidade
pos-parto (HERPIN et al., 2001; ALONSO-SPILSBURY et al., 2005).

Outro fator a ser avaliado se refere a menor espessura de toucinho (inferior a
16 mm ao parto) e a ocorréncia de um NAT em partos anteriores sdo considerados
fatores de risco para esta falha reprodutiva (VANDERHAEGHE et al., 2010).

Recentemente, a mesma foi correlacionada a duragcao do parto e a composig¢ao da
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microbiota intestinal das fémeas (WANG et al., 2019a). As intervengdes obstétricas
também sao medidas que podem levar a presenca de NAT ao parto (LUCIA JR et al.,
2002). Um exemplo disso é o excesso de ocitocina exdgena, oriunda da aplicagao
durante o parto, que promove aumento das contragdes uterinas e, com isso, ha
aumento do risco de asfixia no canal do parto.

Dentre os principais fatores responsaveis por causar a mortalidade fetal pode-
se citar a capacidade uterina, eficiéncia placentaria, fatores ligados ao melhoramento
genético, nutricdo, falhas na manutencado da interface materno-fetal e ambiente
inadequado (BORGES et al., 2005; KRIDLI et al., 2016; ZHAO et al., 2020). Em
decorréncia do aumento das taxas de ovulagao observou-se uma reducéo dos indices
de sobrevivéncia durante os periodos pré-natal e pds-natal precoce impactando
diretamente no atingimento de metas mais elevadas com relagdo ao numero de
desmamados/fémea/ano (FREKING et al., 2007).

Quanto as causas infecciosas, o principal agente associado ao aumento da
taxa de mumificagao fetal é o parvovirus suino tipo | (PPV1). No entanto, a parvovirose
€ uma doencga controlada por meio da vacinacido, sendo observados casos clinicos
mais frequentemente quando da ocorréncia de falha vacinal principalmente em
fémeas OP1 e marras (CHRISTIANSON, 1992).

Além do parvovirus, outros agentes virais sao correlacionados aos transtornos
reprodutivos, pois apresentam facilidade em atravessar a barreira placentaria. Os
principais sao o virus da peste suina classica (CSFV), virus da peste suina africana
(ASFV), virus da sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos (PRRSV), Influenza
virus A (SIV), picornavirus entéricos suinos (PEVs), virus da encéfalo miocardite
(EMCV) e herpesvirus suino tipo 1 (PHV-1) (PENSAERT et al., 2004).

Recentemente postulado por Dal Santo e colaboradores (2020) foram
identificadas amostras fetais positivas para PCV3 (97%) por meio da técnica de PCR,
sendo que 93,1% apresentavam coinfecgdo com pelo menos 1 agente (PPV, PCV2
ou Lepto). Vargas-Bermudez et al. (2021) demonstraram a capacidade do circovirus
suino em atravessar a barreira placentaria (transmissao vertical), estando a infecgéo
intrauterina diretamente relacionada a ocorréncia de falhas reprodutivas.

De modo geral, os aspectos relacionados as falhas reprodutivas apresentam
um carater dificultoso de diagndstico, devido a complexidade e a abrangéncia
multifatorial de seus agentes causadores (SILVA et al., 2014). Outro fator importante

relacionado ao diagnéstico dos agentes infecciosos se refere a viabilidade de
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amostras bioldgicas necessitando-se de uma coleta adequada e cuidados especificos
no envio (PESCADOR et al., 2010). Isso inclui a manuten¢cdo das mesmas desde a
coleta e transporte do material até o laboratodrio, desenvolvimento e a disponibilidade
de técnicas diagndsticas, sendo este um aspecto fundamental a ser avaliado

anteriormente ao envio das amostras.

2.3 CAUSAS INFECCIOSAS

2.3.1 Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2) e Tipo 3 (PCV3)

Mundialmente descrita, a circovirose suina pode causar diversas enfermidades
economicamente significativas, conhecidas como Complexo das Doengas Associadas
ao Circovirus Suino (porcine circovirus associated diseases - PCVADs) ou Doengas
do Circovirus Suino (porcine circovirus diseases - PCVDs) (BEACH & MENG, 2012).

Os circovirus pertencem & familia Circoviridae (SEGALES, ROSELL &
DOMINGO, 2004) e séo classificados em quatro diferentes espécies: circovirus suino
tipo 1 (PCV1; nao patogénico), PCV2 (patogénico), PCV3 (patogénico) e PCV4
(recentemente descrito na China) (ZHANG et al., 2019a; OPRIESSNIG et al., 2020).

O agente causador da forma classica da circovirose suina é o PCV2
caracterizado por sua alta patogenicidade e distribuicido mundial (MORES et al.,
2007), descrita como a Sindrome Multissistémica do Definhamento dos Suinos
(SMDS) (PHAN et al., 2016). Apesar de ser mais frequente, a SMDS nem sempre
acontece em rebanhos positivos para o agente (LAROCHELLE, MAGAR &
D’ALLAIRE, 2003).

Outras alteracdes clinicas relacionadas ao PCV2 sao a Sindrome da Dermatite
e Nefropatia dos Suinos (PDNS), falhas reprodutivas, participagdo no Complexo das
Doencas Respiratérias dos suinos (porcine respiratory disease complex - PRDC)
(OPRIESSNIG et al., 2011) e ocorréncia de pneumonias necrotizantes e proliferativas
(SEGALES, ROSELL & DOMINGO, 2004).

A sintomatologia clinica descrita entre PCV2 e PCV3 apresentam grande

similaridade, considerando-se a hipotese de que ambos participem na epidemiologia
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da doenca (WANG et al., 2019b). Alguns autores relatam a capacidade do PCV3 em
exacerbar infec¢gdes concomitantes com PCV2 (PRINZ et al., 2019; AMOROSO et al.,
2021) e PRRS, adquirindo assim um papel relevante na ocorréncia de doencas
clinicas e de grande impacto econémico na produ¢ao mundial (HA et al., 2020b).

Isso torna o cenario preocupante, devido ao impacto econdmico mundial
vivenciado nos anos 1990-2000 com a Circovirose Suina (DUTTON & LARSON,
2016). Dentre as manifestagcdes clinicas descritas para o PCV3 incluem-se falhas
reprodutivas (TAN et al., 2020), mortalidade de leitdes e dermatite grave (SHEN et al.,
2017), envolvimento em patologias cardiacas (OPRIESSNIG, 2007; TAN et al., 2020)
e desenvolvimento de processos inflamatérios em leitdes e matrizes, podendo estar
associado a doencga respiratéria (TAN et al., 2020), entérica (PALINSKI et al., 2016;
ZHAI et al., 2017), manifestagdes neurolégicas (TAN et al., 2020), disturbios na
microbiota intestinal (HOU et al., 2020) e ocorréncia de fetos natimortos e mumificados
(DIAZ et al., 2020).

Atualmente, o PCV3 esta envolvido em uma gama de manifestagdes clinicas,
tornando-o de grande importancia para a industria de suinos devido a perdas
econdmicas substanciais (HA et al., 2020a).

O PCV'S séo virus nao envelopados, genoma composto por molécula de DNA
circular de fita simples (WANG, W. et al.,, 2019b; WALKER et al., 2018).
Filogeneticamente, o PCV2 pode ser subdividido em diferentes gendtipos (PCV2a —
PCV2h) (SIDLER et al., 2020). Apesar de sua extensa variedade apenas o PCV2a,
PCV2b e PCV2d sao considerados globalmente importantes e disseminados
(OPRIESSNIG et al., 2019).

O genoma viral do PCV3 é composto por cerca de 2000 pares de base,
apresentando subdivisdo em PCV3a, PCV3b e PCV3c (CHEN et al., 2019), tendo
como ancestral comum os PCVs de morcegos (LI et al., 2018). O genoma viral tem
sido descrito de acordo com suas fases abertas de leitura (ORFs), sendo a ORF1
responsavel pela codificacdo das proteinas de replicacdo e a ORF2 pela proteina
estrutural (LI et al., 2018). De acordo com Jiang et al. (2020a), a ORF1 codifica uma
proteina de replicagdo de 35 KDa, que apresenta 48% de similaridade com PCV2, a
ORF2 uma proteina de 25 KDa, exibindo 36-37% de igualdade comparado ao PCV2,
e a ORF3 apresenta fungdo desconhecida codificando uma proteina de 231

aminoacidos.
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Estruturalmente, a proteina estrutural esta relacionada ao desenvolvimento de
imunidade protetora contra a infecgao viral (JIANG et al., 2020a). Os circovirus sao
geograficamente distribuidos podendo afetar desde mamiferos, peixes, algumas
espécies de aves e insetos como hospedeiros (OPRIESSNIG et al., 2020), bem como
suinos domésticos e asselvajados, sendo estes considerados o0s principais
reservatorios do virus (ZHAI et al., 2019; GRASSI et al., 2020). Outras espécies, como
caes, ruminantes, roedores, visons, raposas, guaxinins, moscas, carrapatos e
mosquitos também podem ser infectadas pelo virus, apresentando, em alguns casos,
cepas de alto grau de similaridade com amostras provindas de suinos (WANG et al.,
2019c; HA et al., 2020a).

Apesar dos estudos experimentais avangados, a reproducéo da doenga clinica
oriunda do PCV3 so6 foi possivel no ano de 2019, sendo descrita por Jiang e
colaboradores (2019), mediante inoculagdo intranasal em leitdes que desenvolveram
sinais clinicos semelhantes a infec¢ao por PCV2.

Estudos recentes confirmaram a circulagao viral do PCV3 em paises como Italia
(FACCINI et al., 2017), China (ZHAI et al.,, 2017; SHEN et al., 2017), Russia
(YUZHAKOV et al., 2018), Coréia (KIM et al., 2018), Hungria (DEIM et al., 2019),
Colébmbia (BERMUDEZ et al., 2019) e Brasil (Cruz et al., 2020; Dal Santo et al., 2020;
Rodrigues et al., 2020).

O PCV2 tem como importante caracteristica afetar o sistema imune do animal
ocasionando imunossupressao. Dessa forma, a acdo do virus € capaz de ser
exacerbada em infecgbes concomitantes com Mycoplasma hyopneumoniae
(OPRIESSNIG et al., 2019).

Existem relatos da transmissdo intrauterina do virus para fetos, sendo a
circovirose suina uma das causas associadas a mortalidade fetal. O PCV2 pode afetar
diferentes células alvo em fetos, sendo possivel a detecgdo do antigeno viral em
cardiomiécitos, hepatdcitos e macrofagos (SANCHEZ et al., 2003). Em infecgdes pos-
natal, verifica-se presenga do antigeno viral apenas em macrofagos de diferentes
orgaos, com titulagao viral semelhante a de uma infecgao fetal aos 90 dias de prenhez
(SANCHEZ et al., 2003).

Fetos que sobrevivem a infeccdo intrauterina podem apresentar-se
clinicamente normais apds o nascimento, porém, por estarem virémicos contribuem
com a disseminacao horizontal do agente dentro dos rebanhos comerciais (MADSON
& OPRIESSNIG, 2011).
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Pacini et al. (2021) evidenciaram a presenga de PCV2 em fetos de suinos
asselvajados (javalis) e demonstraram a similaridade genética do agente com outras
cepas identificadas em espécies selvagens e domésticas. Fémeas suinas gestantes
inoculadas com PCV2 aos 57 e 75 dias de gestacdo apresentaram transmissao
intrauterina do virus, com consequente mortalidade e mumificacdo, mesmo na
presencga de anticorpos para o agente (PENSAERT et al., 2004).

Sidler et al. (2020) descreveram a infecgao pelo PCV2 em células proximas aos
orgaos reprodutivos de fetos natimortos e, ainda, mostraram a possibilidade de o virus
infectar embrides saudaveis a partir de trés dias e meio de concepcéo.

Em um estudo com infecgdo experimental por PCV2 em fémeas gestantes,
verificou-se que o numero de células infectadas foi maior aos 57 dias de gestacao
comparado a 75 e 92 dias, sendo este um periodo de multiplicagao e formagao dos
principais orgaos. Por meio de amostras de tecido cardiaco dos fetos, detectou-se
maior numero de células positivas para o antigeno (P<0,005), sendo estes distribuidos
de maneira homogénea sobre o tecido e de tamanho variavel (SANCHEZ et al., 2001).

Mesmo em casos de infeccbes por PCV2 apresentando diferentes
manifestagbes clinicas a campo, causadas por diferentes gendtipos (PCV2a e
PCV2b), possibilitou-se produzir lesbes patoldgicas aos 55 dias de gestacao, quando
realizada a inoculagao experimental do agente em fetos, sendo detectada alta carga
viral nos tecidos afetados (SAHA et al., 2010).

Para diagnosticar o envolvimento de PCV2 em casos de falhas reprodutivas,
deve-se notar a ocorréncia de abortamentos tardios e/ou natimortalidade, associada
a presencga de extensa miocardite fibrosante nos fetos natimortos (SEGALES et al.,
2004). Estudos de prevaléncia para associacdo de agentes infecciosos e problemas
reprodutivos encontraram o PCV2 em 29,1% (SILVA et al., 2014), 10,7% (CASTRO et
al., 2012) e 50,3% (ROCHA et al., 2010) das amostras em granjas brasileiras. Dentre
os estudos citados pode-se observar que para ambos o método de diagndstico
utilizado foi a técnica de PCR, no entanto obteve-se grande variagdo no numero
amostral e total de granjas coletadas podendo apresentar grande relevancia no indice
de prevaléncia detectado.

A capacidade do PCV3 em causar falhas reprodutivas em fémeas suinas
comerciais foi descrita por Vargas-Bermudez et al. (2021) e, neste caso, niveis virais

acima de 103 foram capazes de induzir manifestagdes clinicas, posteriormente as
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cepas foram classificadas em grupo 1, sendo este com maior propensdo ao
desenvolvimento de falhas reprodutivas.

Estudos relacionados a avaliacdo histopatolégica de fetos MUM e NAT
descreveram a presenca de severa miocardite (WEST et al., 1999) nao supurativa,
lesbes de necrose e fibrose miocardica, bem como focos de mineralizagao,
corpusculos de inclusdo intranucleares em cardiomiocitos e infiltrados em macréfagos
e linfocitos de células cardiacas (O'CONNOR et al., 2001; MIKAMI et al., 2005), sendo
estes excelentes sitios de replicacdo viral. As principais lesbes microscopicas

descritas atualmente para o PCV3 encontram-se na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2. Lesbes microscépicas associadas a infecgao por PCV3.

Técnica diagndstica Lesbes Referéncia
Histo + PCR Miocardite nao supurativa e arteriolite PHAN et al., 2016
+ISH
gqPCR Sem lesbes histologicas DEIM et al., 2019
PCR + ISH Miocardite Linfocitica ARRUDA et al,
2019
PCR + ISH Miocardite e Perivasculite Sistémica DIAZ et al., 2020
Histopatologia Deteccao do virus em musculo cardiaco e JIANG et al.,
Imunofluorescéncia pulmbes de ratos 2020a
Histopatologia Necrose focal cardiaca BERA et al., 2019
gqPCR Hipertrofia dos Vasos cardiacos
Isolamento viral Dermatite proliferativa

Histo = histopatologia; PCR = rea¢do em cadeia da polimerase; ISH = hibridizacao in situ
gPCR = PCR quantitativa.

De acordo com um estudo brasileiro conduzido no Estado do Mato Grosso em
2013 (SILVA et a., 2014) foram detectadas 4,1% (4) de amostras fetais apresentando
lesGes macroscopicas apenas, sendo que posteriormente foram diagnosticadas
10,4% (10) de lesbes microscopicas, sendo estas descritas em moderada a severa
miocardite ndo supurativa e necrose miocardica com média fibrose. Logo, a auséncia
de lesdes macroscoépicas em fetos nao exclui a participagdo de agentes infecciosos
na ocorréncia de falhas reprodutivas.

Associada a avaliagdo microscopica, a carga viral em tecidos de animais
acometidos pode ser utilizada como parametro para o diagnéstico de PCVAD
(SEGALES et al., 2004). Brunborg et al. (2007) verificaram que amostras provindas
de MUM e NAT apresentavam alta carga viral em tecidos como figado, baco e

miocardio (> 1 x 107 copias gendmicas/500 ng DNA). Em tecido cardiaco, a carga viral
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foi mais alta (>1 x 10° cdpias gendmicas/500 ng DNA) em amostras com lesdes de
miocardite do que em amostras sem lesdes (< 1 x 10° cdpias gendmicas/500 ng DNA).

Por meio da realizagdo de um estudo in vivo Diaz et al. (2020) puderam
demonstrar que mesmo o0s animais infectados experimentalmente (8 animais)
permaneceram clinicamente normais, no entanto histologicamente foram detectadas
lesdes inflamatérias multi sistémicas e periarterite sistémica em 4/8 animais. Tais
lesdes foram caracterizadas como miocardite linfoplasmocitaria e periarterite,
mediante a confirmacgao do diagndstico através da técnica de ISH com a presencga do
virus em cardiomiécitos, na tunica meédia e células endoteliais das artérias.

No Brasil, foram confirmadas amostras positivas para PCV3, provenientes de
matrizes suinas pos-parto que apresentavam fetos natimortos (TOCHETTO et al.,
2018). Fora do Brasil, estudos mostraram a presenca do PCV3 em fetos com
miocardite, leitdes nascidos fracos com encefalite, leitbes desmamados com
periarterite sistémica (ARRUDA et al., 2019), fetos abortados e leitdes recém-nascidos
fracos (DEIM et al., 2019).

De acordo com Jiang et al. (2020b), foi possivel realizar a reprodugao da
infeccao verticalmente in vitro em camundongos, o que demonstrou a capacidade do
virus de infectar o coragao e alvéolos dos fetos, porém o PCV3 nao foi detectado em
outros tecidos. O estudo de DEIM et al. (2019) corrobora com a possibilidade de
transmissao vertical do agente, porém os autores nao identificaram a presenga de
lesdes macroscoépicas nos fetos amostrados.

Além da técnica de PCR quantitativo Unterweger et al. (2021) propdem o uso de
hibridizagao in situ (ISH) como critério adicional de diagndstico e sugerem um ponto
de corte de detecgdo de genoma viral em tecido cardiaco de fetos. Neste cenario, a
genotipagem tornou-se imprescindivel para a investigacdo epidemioldgica,
monitoramento do agente e desenvolvimento de formas de profilaxia (LINK et al.,
2021).

Phan et al. (2016) detectaram material genético de PCV3 em lesdes cardiacas e
inflamacéo sistémica em trés casos clinicos negativos para PCV2, o que confirmou o
potencial do PCV3 de causar doenca em suinos. No entanto, a ISH n&o é capaz de
diferenciar células infectantes de nao infectantes, indicando apenas a presenca do
virus nos tecidos (OH & CHAE, 2020).

O material de eleicao com vistas a detecgao viral do PCV3 se constitui através

da colheita de fluido oral (PLUT et al., 2020), pois s&o reconhecidas possiveis fonte
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de transmissao viral (WANG et al. 2019b). Por meio das técnicas de PCR e gPCR
para diagnéstico utilizando-se amostras de pulmdes, fluido oral e soro séo
considerados métodos de alta sensibilidade e especificidade (FRANZO et al., 2018).

A técnica de PCR vem sendo amplamente utilizada para diagndstico, inclusive
para caracterizar o isolamento viral de PCV3 em javalis no Brasil, onde se observou
entre 10% e 36,3% de prevaléncia do agente (SOUZA et al., 2021; VARELA et al.,
2021), bem como alto grau de similaridade com cepas de PCV3 identificadas em
paises como China, Dinamarca, Alemanha e Espanha (SOUZA et al., 2021; VARELA
et al., 2021).

Saraiva e colaboradores submeteram 67 amostras clinicas de campo provindas
de animais saudaveis e com sinais clinicos de PCVAD coletadas de 9 estados
brasileiros nos anos de 2006-2007. Por meio da técnica de PCR convencional foram
evidenciados 47,8% das amostras positivas para PCV3 (a e b), porém em sua maioria
as mesmas foram de animais saudaveis (29,8%).

Em estudo retrospectivo, conduzido por Sun et al. (2018), foram avaliadas 200
amostras coletadas durante 1990-1999, na China, sendo que a positividade para o
agente foi de 6,5% apresentando 96% de similaridade para a regidao ORF2. Dessa
forma, sugere-se que a ocorréncia do primeiro caso de PCV3 de fato ocorreu no ano
de 1996, nesta regido, o que demonstra que o virus ja estaria presente nos rebanhos
comerciais, mesmo antes da sua descoberta.

Um estudo semelhante foi conduzido por Rodrigues et. al. (2020) em dois
estados brasileiros (Rio de Janeiro e Espirito Santo), foram submetidas a analise de
nested PCR 35 amostras congeladas e 143 amostras fixadas em formalina
apresentando-se 14,6% de positividade para o PCV3 (26/178), sendo aqui descrito a
primeira circulagédo do virus no ano de 1967 por meio de dois diferentes gendtipos (a
e b) sugerindo-se assim mais de um evento de introdugao do virus no Brasil.

Entre 2016 e 2019, foram identificadas 57 cepas do PCV3 na China com 96%
de similaridade filogenética entre os nucleotideos e menos de 60% de semelhanga
com outros virus como PCV2 e PRRS (HA et al, 2020b), o que sugere um
distanciamento genético dos gendtipos de PCV2 circulantes nos rebanhos comerciais.

Faccini et al. (2017) também isolaram cepas de PCV3, na ltdlia, que
apresentaram 99,7% a 97,8% de similaridade entre as sequéncias de nucleotideos
disponiveis na base de dados GenBank. Na Coréia, foi descrito 44,2% e 72,6% de

prevaléncia para PCV3 para amostras individuais e de rebanho, respectivamente.
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Estas tinham 99,2% e 98,6% de similaridade entre o genoma completo e ORF2
quando comparados as cepas americanas de PCV3 (KWON et al., 2017).

Por meio de coletas de fetos mumificados em cinco estados brasileiros, Dal
Santo et al. (2020) encontraram 97% das amostras positivas para PCV3, mediante
analise de PCR. Destes, 93,1% das amostras apresentavam coinfec¢do com agentes
como PPV, PCV2 e Leptospira spp. Somado a ocorréncia de coinfeccdo destes
agentes, estes foram caracterizados como potencial de alto risco para infecgdo nos
planteis suinos (WANG, et al., 2019b).

Yuan et al. (2020) desenvolveram e compararam o uso de gPCR com a
fluorescéncia para diagnostico de PCV3 baseado na proteina Cap apresentando boa
especificidade e boa sensibilidade, ou seja, a técnica foi capaz de detectar a presenca
do virus sem reagdes cruzadas com outras viroses e identificar o genoma viral mesmo
estando presente em baixas concentragdes (10 cépias gendmicas/uL).

Oh & Chae (2020) publicaram o primeiro isolamento e caracterizagdo genética do
PCV3 por meio do uso de células primarias de rim suino, mostrando assim, ser este
um método eficiente para desenvolvimento de estudos voltados a replicagéo viral. De
acordo com Diaz et al. (2020), foi possivel detectar niveis de imunoglobulina M (IgM)
entre 7-14 dias apos a inoculagao viral, porém, nao foram detectados niveis de 1gG.
Por meio de andlises histopatoldgicas, foram identificadas lesées de perivasculite
sistémica e miocardite, confirmadas mediante técnica de ISH.

De acordo com estes levantamentos, a vacinagao de fémeas torna-se um
possivel meio de evitar alteragdes clinicas graves, como abortamentos, mumificagao
fetal e natimortalidade. Avaliando-se esta ferramenta em matrizes durante trés
periodos gestacionais (inicio, meio e fim da gestacéo), fémeas vacinadas para PCV2
na metade ou final do periodo gestacional apresentaram leitdes mais pesados ao
nascer e menor proporgao de amostras de cordao umbilical positivas para o agente
(PLEGUEZUELOS et al., 2021).

Ao longo dos ultimos anos, caracteristicas epidemiolégicas e relativas ao
diagnostico do PCV3 foram significativamente avaliadas. Dentre as descobertas,
verificou-se que planteis vacinados para PCV2 apresentaram menor carga viral de
PCV3 por meio da técnica de qPCR, em comparacdo com planteis ndo vacinados
(WOZNIAKI et al., 2019). Entretanto, Plut et al. (2020) sugerem que as vacinas
comerciais disponiveis provavelmente ndo apresentem protecdo cruzada entre as

diferentes cepas virais.
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Apesar de sua descricdo em estudos epidemiolégicos tanto em suinos
asselvajados ou de linhagens comerciais, algumas informacgdes referentes ao PCV3
ainda nao foram elucidadas, como € o caso da sua patogenia. Todavia, varios
pesquisadores tém direcionado seus estudos de modo a ficarmos atentos a este
importante membro da familia Circoviridae (KLAUMANN et al., 2018). Logo, a
padronizagao das técnicas diagnodsticas a serem empregadas a campo é fundamental
para mapear e determinar possiveis impactos do PCV3 na industria suinicola

(SAPORITI et al., 2021) e, ainda, auxiliar no processo de controle da doencga.

2.3.2 Parvovirose Suina

O parvovirus suino (PPV) é caracterizado como um virus DNA que se destaca
como uma das principais causas de falhas reprodutivas nos rebanhos suinos (OH et
al., 2017), resultando em mortalidade embrionaria e fetal (SOUZA et al., 2019). Os
membros da familia Parvoviridae s&o caracterizados como pequenos Vvirus,
resistentes com genoma linear simples, nao envelopado com 4-6 kb, sendo este grupo
dividido em duas subfamilias (Parvovirinae e Densovirinae), devido a sua
caracteristica em particular de infectar vertebrados inclusive seres humanos e
invertebrados, respectivamente (COTMORE et al., 2019).

Dentre as principais manifestagdes clinicas podemos citar a presenca de
natimortalidade e mumificacdo fetal, bem como a ocorréncia de retorno ao estro
(STRECK, CANAL & TRUYEN, 2015), mortalidade embrionaria e infertilidade
(VEREECKE et al., 2022) sendo denominada como SMEDI.

De acordo com Xing e colaboradores (2017) atualmente s&o descritos sete
gendtipos diferentes do PPV, sendo o PPV7 identificado no ano de 2016 em rebanhos
dos Estados Unidos e no ano de 2019 na China. De acordo com Serena et al. (2019)
obteve-se o primeiro isolamento do PPV 1 nesta época na Argentina e os dez isolados
estao relacionadas as cepas presentes no Brasil.

O genoma viral € composto por duas proteinas nao estruturais (NS1 e NS2)
que atuam na replicagao viral (DNA) e outras duas proteinas estruturais (VP1, VP2)
que apresentam sua transcricao e tradugao através do genoma viral do PPV (STRECK
& TRUYEN, 2020). Os genes VP1 e VP2 assim como a ocorréncia de substituicbes

especificas em aminoacidos sido responsaveis por apresentarem um papel
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relativamente importante na viruléncia do agente e pela caracteristica de tropismo das
células no tecido hospedeiro (OH et al., 2017).

Estudos recentes demonstram que a taxa média de substituigbes de
aminoacidos no genoma viral do PPV pode ser considerada proxima de virus RNA,
acarretando assim em diferentes atividades soroldgicas neutralizantes com relagao a
cepa vacinal NADL-2, demonstrando assim a necessidade do desenvolvimento de
novas cepas vacinais (DENG et al., 2019).

A proteina NS1 foi relacionada com a inducdo de apoptose da célula
hospedeira, indicando o potencial do virus em causar extensos danos ao tecido
placentario, bem como a todas as células que estdo em atividade mitética elevada
incluindo as células embrionarias e fetais (ZHANG et al., 2019b), podendo também
infectar o tecido linfoide em animais adultos. O virus é capaz de se replicar no nucleo
das células infectadas durante a fase S da mitose celular (RUIZ et al., 2017).

De acordo com Serena et al. (2019) foram evidenciadas a presenga do DNA
viral em amostras de tecido fetal (MUM e NAT) provindos de fémeas que nao
apresentavam evidéncias clinicas da doencga sugerindo-se assim a possibilidade de
infecgdes subclinicas.

Os sinais clinicos mais prevalentes do PPV sdo mortalidade e mumificagao
fetal, quando ocorre infec¢do anterior a 70 dias de gestacéo, logo os fetos infectados
morrem antes de serem imunocompetentes ou sobrevivem para montar uma resposta
imune com subsequente morte e/ou sobrevivéncia até o parto (JOO et al., 1976).

A exposicdo de fémeas susceptiveis ao PPV pode acarretar em infecgao
transplacentaria, mortalidade e reabsor¢do embrionaria (MENGELING, PAUL &
BROWN, 1980). A infecgdo se da por meio da passagem de macréfagos maternos
contaminados com o virus para o feto, atravessando a barreira placentaria (SERENA
et al., 2019). Infeccbes aos 72, 99 e 105 dias de gestacdo nao foram capazes de
ocasionar mortalidade fetal e prontamente foram identificados niveis elevados de
anticorpos no utero (BACHMANN, SHEFFY & VAUGHAN, 1975).

Por meio de analise histologica Kaur et al. (2016) detectaram lesdes fetais de
necrose e degeneragao vacuolar em hepatdcitos, juntamente com corpusculo de
inclusdo intranuclear em hepatdcitos, infiltrado mononuclear no figado, além do
infiltrado no miocardio foram identificados focos de mineralizagao e fibrose.

Segundo estudo conduzido por Kaur et al. (2016) a técnica de sorologia

apresentou prevaléncia de 41,1% para a detec¢cdo de PPV em Panjub (noroeste da
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india), sendo esta uma técnica de diagnostico que serve de aliado na prevencéo e
controle da doenca em rebanhos suinos.

Para utilizacdo em rebanhos comerciais naturalmente infectados os métodos
de deteccdo molecular, como a nested PCR direcionado ao gene NS1 séao
necessarios como metodo de confirmagéo para a ocorréncia de infecgao pelo agente,
pois 0 mesmo podera ser detectado em concentracées muito baixas de DNA viral
(WOLF et al., 2008).

De acordo com Kaur e colaboradores (2016) a técnica de IHC se constitui como
uma excelente ferramenta de diagnéstico para o PPV por meio de amostras de tecidos
como coragao, figado, pulméo, baco e linfonodos em fetos abortados e placenta e
utero para fémeas confirmando-se a presenca viral.

Estudos utilizaram figado, tonsilas, pulmao, coracao e rins de feto, além de
utero e odforo de fémeas gestantes, para a detecgdo do agente (CHEN et al., 2019;
SERENA et al., 2019). Serena e colaboradores (2019) demonstraram pela primeira
vez o isolamento de PPV1 por meio da técnica de PCR em rebanhos argentinos com
uma prevaléncia de 12,97%.

Chen et al. (2019) desenvolveram um clone infeccioso do agente (Y-PPV) e
testaram em conjunto com uma cepa selvagem, observando em ambos os casos
capacidade dos agentes em produzir lesbes em utero e ovario. A detecgao do agente
neste trabalho foi realizada por meio de DNA viral, sendo detectado maiores niveis
em pulmdes e rins. Bolt et al. (1997) utilizaram a técnica de ISH e verificaram forte
associacgao entre o PPV com lesdes inflamatdrias, como miocardite ndo supurativa.

O controle da doenca é realizado por meio da utilizacao de vacinas comerciais
disponiveis para marras e matrizes garantindo-se assim imunidade ativa contra o
PPV, sendo esta a ferramenta mais efetiva para prevencao dos danos gerados pela
doencga (VAN DEN BORN et al., 2020).

Um estudo recente avaliou o desenvolvimento de uma nova vacina contra o
PPV, mediante a aplicagdo de uma unica dose. A vacina foi desenvolvida utilizando
particulas semelhantes ao virus (VLP), transferidas em células de Escherichia coli, e
esta foi capaz de inibir a replicagao e disseminacgao viral em marras de maneira
satisfatoria (HUA et al., 2020).

Zhou et al. (2020) avaliaram o desenvolvimento de um novo adjuvante
imunomodulatério (N-2 HACC - cloreto de amoénio trimilida de agua N-2-hidroxipropil),

capaz de produzir uma protegdo contra a cepa homoéloga de PPV. No entanto, néo
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houve alteragédo nos niveis de IL-2, IL-4, IFN-Y, CD4, CD8 e linfocitos T, o que destaca

apenas o seu potencial de aumento da imunidade humoral.

2.3.3 Leptospirose Suina

A leptospirose suina € uma doenga de carater zoondético, com distribuicao
mundial, capaz de infectar diferentes espécies, incluindo suinos, bovinos, equinos
caprinos, caes, roedores e espécies silvestres (GONCALVES & COSTA, 2011),
responsavel por acarretar extensos prejuizos econdémicos a industria de suinos,
devido ao seu potencial altamente contagioso, sendo que rebanhos que apresentam
caracteristica de endemicidade a mesma pode cursar de forma subclinica (PETRI et
al., 2021).

Leptospira € uma bactéria gram-negativa e tem como aspecto morfolégico ser
movel, longa e espiralada. O tamanho e amplitude deste agente podem variar de
acordo com a espeécie. A bactéria apresenta uma membrana externa de revestimento
que encobre os flagelos e, uma membrana interna constituida de lipopolissacarideos
(LPS). Nos suinos, duas espécies sdo mais observadas, L. interrogans e L.
borgpetersenii. Os principais sorovares descritos de L. interrogans sao pomona,
icterohaemorrhaegiae e canicola e de L. borgpetersenii é o tarassovi (RAMOS et al.,
2006; FIGUEIREDO et al., 2013).

Sua transmissao pode ocorrer de forma direta e/ou indireta principalmente pelo
contato com urina de animais infectados, sendo os roedores os principais
reservatorios do agente (NAU et al., 2019). Os rebanhos comerciais de suinos podem
apresentar endemicidade para o agente e nao necessariamente apresentarem a
forma clinica da doenca. Portanto, a espécie suina, em particular, apresenta
importante papel na transmissao de alguns sorovares de Leptospira, devido ao seu
carater de vetor assintomatico (BERTELLONI et al., 2018).

A soropositivadade para Leptospira encontrada em rebanhos comerciais
brasileiros, para os sorotipos icterohaemorrhagiae (43,1%), pomona (18,1%) tarassovi
(9,9%), foram associadas a baixa performance reprodutiva do rebanho e extensas
perdas econbmicas quando infectados pelos sorovares icterohaemorrhagiae e
tarassovi e, ocorréncia de leitdes nascidos mortos e mumificagcao fetal associado ao
sorotipo pomona (RAMOS et al., 2006).
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Apos a infecgdo, o agente é capaz de transpor as barreiras naturais do
organismo, se multiplicando no intersticio e fluidos organicos. Na fase denominada
leptospiremia, a bactéria aloja-se em 6érgaos parenquimatosos, como figado, baco,
rins, meninges e fetos (FIGUEIREDO et al., 2013).

A forma crénica da doenca pode ocasionar transtornos reprodutivos no terco
final da gestacédo, bem como sinais de infertilidade, abortamento (LEE et al., 2017),
fetos mumificados, natimortos ou, até mesmo, a ocorréncia de leitegadas fracas
(RAMOS et al., 2006), sendo esta a apresentacdo clinica mais frequente (DI
AZEVEDO & LILENBAUM, 2020).

De acordo com Fernandes e colaboradores (2020) foram possiveis de se
identificar a presencga da bactéria em secregdes vaginais sendo este um importante
meio de transmissao do agente por meio de sua permanéncia neste sitio extra renal.

Além de afetar suinos domésticos, a bactéria € capaz de se alojar em 6rgéaos
reprodutivos de suinos asselvajados, constituindo-se um risco a saude dos cagadores
que realizam a manipulagdo dos 6rgaos, sem a utilizagdo de equipamentos de
protecao individual (CILIA et al., 2020). Outro ponto relevante com relagdo a saude
humana consiste no relato de presenga de Leptospira patogénicas e saproéfitas em
urina e agua de suinos. O contato de humanos com esses materiais e a contaminagao
do ambiente mostram-se pontos de risco a saude publica local (OSPINA-PINTO &
HERNANDEZ-RODRIGUEZ, 2021).

Como forma de diagnosticar a doenga sao utilizados principalmente a técnica
sorologica de aglutinagao microscépica (MAT) em suinos, no entanto esta técnica é
sorogrupo especifica e necessita de muito cuidado no momento da leitura (SOTO et
a., 2007), sendo este um método indireto. A eliminagdo da bactéria em pequenas
quantidades e sob carater intermitente torna dificultoso seu diagnostico (SCHOMMER
et al., 2021).

Em um estudo conduzido no Estado de Alagoas (VALENCA et al., 2012)
utilizaram a MAT acima mencionada, apresentando uma prevaléncia de 16,1%
(565/342), obtendo-se uma associacgéao significativa entre o aumento de NAT e MUM
com a soropositividade das matrizes, bem como aumento do IDE.

De acordo com Diaz et al. (2022) poderdo ser combinadas técnicas
diagnosticas como a MAT como forma de triagem, em seguida da utilizagao do método
de PCR para sequenciamento genético e deteccao direta do agente e animais

portadores da doenca, no entanto o isolamento bacteriano se faz extremamente



32

importante para identificacdo de sorovares locais aumentando a precisdo do
diagndstico e melhorando as estratégias de vacinagao dos rebanhos.

Segundo Schommer e colaboradores (2021) os altos niveis identificados na
realizagao do MAT podem ocorrer apenas com a vacinagao dos animais, indicando
assim que nao necessariamente estes titulos correspondem a infecgao.

E importante associar o teste diagnéstico ao perfil de antibiograma, visando
controle e tratamento eficiente dos animais. Com o objetivo de imunizacao de planteis,
tém-se estudado principalmente as proteinas de membrana externa e superficie como
potentes antigenos anti-leptospirose (SOTO et al., 2007).

O desenvolvimento de testes moleculares para diagndstico e monitoria da
leptospirose tem se tornado de grande valia, visto que em métodos sorologicos podem
existir reagdes cruzadas entre os sorotipos, bem como falha de soroconversdao em
animais afetados (MIRAGLIA et al.,, 2015). Blanco et al. (2016) fizeram um
levantamento epidemiolégico no Estado de Sao Paulo, utilizando o MAT e encontram
88,46% de predominadncia nas amostras positivas para o sorotipo
icterohaemorrhagiae. Ospina-Pinto & Hernandez-Rodriguez (2021) utilizaram o teste
de PCR para a identificagao de leptospiras.

O teste molecular mais utilizado atualmente é o método de PCR convencional
através do marcador genético lipL32 para detecgao de Leptospira com a sua utilizagao
em 48% dos estudos (DI AZEVEDO & LILENBAUM, 2020). Por meio de estudos
Fearnley et al. (2008), desenvolveram um teste Light Cycler® PCR em tempo real,
capaz de detectar uma regiao especifica do gene 16S rRNA de bactérias patogénicas
e ndo saprdfitas, por meio de amostras de tecido renal, todavia sem a definicao do

sorotipo em especifico neste teste.
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CAPITULO Il — DIAGNOSTICO E PREVALENCIA DOS PRINCIPAIS AGENTES
INFECCIOSOS EM FETOS NATIMORTOS E MUMIFICADOS PROVINDOS DE
GRANJAS COMERCIAIS DE SUINOS DO SUL DO BRASIL.

RESUMO

O melhoramento genético de suinos possibilitou 0 aumento da taxa de ovulagéo e do
numero de leitdes nascidos por fémea, por parto. Conjuntamente a essa evolugao,
notou-se o aumento de perdas gestacionais, devido a causas infecciosas e nao
infecciosas. Os principais agentes patogénicos associados as falhas reprodutivas em
suinos s&o o circovirus suino tipo 2 (PCV2), circovirus suino tipo 3 (PCV3), parvovirus
suino (PPV) e a Leptospira spp. De forma a contribuir com os dados de prevaléncia
destes agentes, o presente estudo objetivou investigar a ocorréncia de PCV2, PCV3,
PPV e Leptospira em amostras fetais de granjas comerciais alocadas no sul do Brasil.
Foram coletados 158 fetos (88 mumificados, 70 natimortos pré-parto e 1 feto abortado)
oriundos de dezesseis (16) unidades produtoras de leitdes. As amostras foram
submetidas ao exame de PCR e, quando positivas, foram analisadas por meio de
histopatologia. Dados referentes a fémea (ordem de parto e niumero de nascidos
totais) e aos fetos (provavel dia gestacional da morte) foram coletados. Os dados
foram correlacionados (Teste de Spearman), submetidos a regressao para melhor
detecgdo do modelo de analise e, posteriormente, as razdes de chance (OR) foram
calculadas para ocorréncia dos agentes diagnosticados por meio de PCR. Oitenta e
um (51,26%) e 58 (36,70%) das amostras foram positivas no PCR para PCV3 e PCV2,
respectivamente, dentre estas, 28 (17,72%) foram positivas para ambos os agentes.
Nenhuma amostra foi positiva para PPV e Leptospira spp. Apenas sete das amostras
positivas (6,3%) apresentaram lesdo no exame histopatologico, sendo cinco destas
apresentando lesdo cardiaca e duas com lesdo pulmonar. A variabilidade nas
unidades de producao de leitdes teve significancia (p<0,0001) para ocorréncia de
PCV2 e PCV3, sendo que ha maior OR de ocorréncia dos agentes em unidades de

producao de leitdes distintas.
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CHAPTER Il — DIAGNOSTIC AND PREVALENCE OF THE MAJOR INFECTOUS
AGENTS IN MUMMIFIED AND STILLBORN FETUSES ORIGINATED FROM
COMMERCIAL HERDS IN BRAZIL.

ABSTRACT

The swine breeding programs increased ovulation rate and the number of piglets born
per sow, per farrowing. Along with this evolution, there was an increasing of pregnancy
losses due infectious and non-infectious causes. The main pathogens associated with
reproduction failures in sows are the Porcine Circovirus type 2 (PCV2), Porcine
Circovirus type 3 (PCV3), Porcine Parvovirus (PPV) and Leptospira spp. To contribute
to prevalence data of these agents, the present study aimed to investigate the
occurrence of these in fetal samples of commercial herds located in south region of
Brazil. A total of 158 fetuses (88 mummified, 70 stillborn pre-partum and one aborted
fetus) from sixteen (16) piglet production units were collected. The samples were
tested using PCR and, PCR-positive ones were analyzed by histopathology. Data
concerning the sow (parity order and number of total born) and the fetuses (day of
probable death) were collected. Data were correlated (Spearman test), submitted to
regression, for better detection of the analysis model, and, later, odds ratio (OR) were
calculated for the occurrence of the agents diagnosed through PCR. Eighty-one
(51.26%) and 58 (36.70%) of samples were PCR-positive to PCV3 and PCV2,
respectively, and 28 (17.72%) were PCR-positive for both agents. No samples were
positive for PPV and Leptospira spp. Only seven of the positive samples (6,3%) had
lesion in histopathology, five of them had cardiac lesions and two of them with lung
lesions. The variability in the piglet production units was significant (p<0.0001) for the
occurrence of PCV2 and PCV3, and there is a higher OR for the occurrence of the

agents in different piglet production units.



51

INTRODUCTION

The number of total born piglets per litter increased during the last years due to
the sows’ genetic improvement (Oliviero et al., 2019). Associated with this, the
incidence of reproduction losses, as abortion, mummified fetuses, and stillborn piglets
were intensified (Hanenberg et al., 2001). The main causes of fetal mortality are
multifactorial (Silva et al., 2014) and, may be correlated with the management and
genetics of the sows, feeding, environment, as well as the presence of pathogens
capable of causing reproductive failure (Christianson, 1992; Shah, 2019). According to
Pieroni (2013), fetal mortality is responsible for the loss of at least one weaned piglet
per sow per year, presenting substantial importance for swine production.

The occurrence of embryo death and reabsorption, mummies, and stillborn
piglets depends on when happened the injury during gestation. Problems right after
insemination are associated with embryo mortality, and as consequence, it is observed
to return to estrus of the sow (McPherson et al., 2014; Silva et al., 2016). The highest
mortality in the gestation period is concentrated in this phase, with only 10 to 20% of
deaths occurring after 40 days of gestation (Pope & First, 1985).

At the end of the first third of gestation (approximately 35 days), there is fetus
ossification. From that stage onwards, the dead fetuses are no longer reabsorbed,
being found as mummies at farrowing (Christianson, 1992). Piglets that die at the end
of the gestation period (after 90-100 days) are entitled stillborn (Van der Lende & Van
Rens, 2003; Pescador et al., 2010). They can be classified according to when they
died — pre-partum, die during delivery and die after delivery (Pescador et al., 2010).

Reproductive issues are included as the principal culling causes in swine herds
(Koketsu, 2005). About 60 to 70% of reproductive failure is due to noninfectious
causes, and 30 to 40% is due to pathogenic agents (Morés et al., 2011; Lefebvre,
2015). The pathogens associated with reproductive diseases are not always uterus-
specific (Shah, 2019).

Porcine parvovirus (PPV) is the principal agent associated with mummified fetus
increasing. However, it is controlled through vaccination disease and, currently, issues
are seen only in cases of vaccine failure (Christianson, 1992). Other agents are
capable to cross the placental barrier, causing reproductive problems, such as Classic
Swine Fever, Aujeszky, and Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS)

viruses (Pensaert et al., 2004), but all these are not described for several years in the
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South region (PRRSV has never been described), and Brazil have programs of
periodic monitoring for all of them (BRASIL, 2013; BRASIL, 2020).

Recent research had reported the presence of porcine circovirus 3 (PCV3) in
mummified fetus samples (Cezario, 2019). The pathogen can cause several clinical
signs and lesions in swine, such as reproductive, respiratory, and enteric disorders,
multi-systemic inflammation, and immunological response (Cheng et al., 2021). As
PCV3, the porcine circovirus 2 (PCV2) could spread intrauterinely (Pensaert et al.,
2004) and is also related with increasing of late abortion, mummified fetuses, and
stillborn piglets (Sanchez et al., 2001; Segalés et al., 2004; Saha et al., 2010; Sidler et
al., 2020).

Leptospirosis is a zoonotic disease that has worldwide distribution and can
affect several species (Gongalves & Costa, 2010). The chronic form of the disease
could cause reproductive disorders, mainly at the final third of gestation (Lee et al.,
2017). Reporting of leptospirosis in herds is not common, however, the clinical form is
not always present, and the swine may be an asymptomatic vector (Bertelloni et al.,
2018).

The present study aimed to identify and evaluate the involvement of pathogens
in mummified and stillborn swine fetuses in commercial herds located in the South
region of Brazil, to establish a precise diagnosis based on the identification of
histopathological lesions in tissues and with real-time PCR technique for the detection

of viral DNA, when present in the samples.

MATERIAL AND METHODS

The study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals at the
Federal University of Parana (CEUA/UFPR). Mummified (n=88), stillborn (n=70), and
aborted (n=1); n total=159 fetuses of 16 piglet production units from Parana (n=13)
and Santa Catarina (n = 3) states were used in the study. Stillborn fetuses were
classified as type | or pre-partum, according Pescador et al. (2010). The size of the
herd ranged from two thousand females to ten thousand according to the sampling
performed.
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In six of the herds, gilts and sows are routinely vaccinated against PPV, PCV2
and Leptospira, while in ten of them are vaccination are performed only against PPV
and Leptospira.

Fetal collections were performed on the days with the highest number of
farrowing in each herd. Therefore, the number of samples per herd varied according
to the herd size and management of the farm. A total of 159 samples were collected
from all the farms. This included mummified (88), pré-partum (70) and aborted (1)
fetuses. The fetuses were collected right after birth, and they were packed in isothermal
boxes to be transported to the Cedisa Laboratory (Concérdia, Santa Catarina, Brazil).
Clinical, reproductive, and vaccination historical data of the sampled sows were
recorded.

All the analyses were condeucted at Cedisa Laboratory (Concoérdia, Santa
Catarina, Brazil). When the fetuses arrived, they were weighet with electronic kitchen
scale®, measured, and submitted to necropsy. Mummified fetus measurements were
performed according to Muirhead & Alexander (1997), to estimate when the
intrauterine death occurred. The necropsy consisted of an external evaluation of skin
and mucosa color, and internal evaluations of subcutaneous, joints, and muscle
tissues as well as congenital abnormalities (CDMA, 2013). Internal evaluation of
fetuses was made through the exposure of the thoracic and abdominal cavities. The
presence of hemorrhage, pleural, and/or abdominal effusions were identified, and the
inspection of the lymphatic chains was made, paying attention to their color and size
(CDMA, 2013). All necropsy material was changed, and tweezers were flamed
between each necropsied fetus to avoid contamination of the tissues.

Tissue fragments from heart, lungs, spleen, liver, and kidneys were collected
and polled per fetuses, mechanically disrupt, homogenized in 10% phosphate —
buffered saline at pH 7.2, and clarified by centrifugation at 2000g /10 min. The samples
were tested using PCR, and the positives were submitted to histopathology to confirm
whether the agent identified in the tissue was responsible for the lesions. The PCR
analyses were conducted with a negative and positive control to confirm that the
sample of the reaction and extraction were positive or negative for validation test and
diagnostic.

The following tests were performed: nested-PCR and histopathology for PPV
(Rocha, 2010), PCR + histopathology + immunohistochemistry (IHC) (Olvera et al.,
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2004) for PCV2, PCR + histopathology (Franzo et al., 2018) for PCV3, and PCR
(Bioclin®) + histopathology for Leptospira spp.

Nine of 158 observations were excluded due to some lack of information about
the female history. Parity order, live and total born piglets, piglet production unit, and
day of fetal mortality were categorized (Table 1) since they were not normally
distributed (p<0.05). Data were submitted to the Spearman correlation test, to verify
which variables (fetus weight and measurement, mummified, stillborn, parity order,
total and live born piglets, piglet production unit and piglet and sow vaccination) present
the highest correlation, and, consequently, greater explanatory power in the regression
analysis. Subsequently, regression analysis was performed using the forward method.
To assess the significance of the variable (p-value < 0.05), the Chi-Square test was
used and for the selection of the model, the one that presented the lowest residual
deviation was used. Data were analyzed using R software v.4.0.2 (R Core Team,
2021).

Table 1. Data categorization of variables.

Variable Groups Description

DWFD <60 Fetus that died before day 60 of gestation
. Fetus that died between day 60 and 90 of
Day when fetus died DWFD 61-90 _
gestation

DWFD >90 Fetus that died after day 90 of gestation

TB1 Litter size contain less or 15 piglets
Number of total born TB2 Litter size contain between 16 to 20 piglets
TB3 Litter size contain more than 20 piglets
Number of live born LB1 Litter size contain less or 15 piglets
piglet LB2 Litter size contain more than 15 piglets
PO1 Parity order minor than 5
Sow parity order
PO2 Parity order bigger or equal to 5
PPU1 Carambei (n=34)
Piglet production unit PPU2 [taipulandia (n=26)
City where units are PPU3 Santa Helena (n=24)
located Other (n=74): Arroio Fundo (n=12); Carajas
PPU4

(n=6); Carijos (n=9); Central (n=7); Formosa
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(n=15); Ouro Verde (n=7); Papanduva (n=3);
Serrandpolis do Iguagu (n=11) e; Toledo
(n=4)

The name of the groups is an abbreviation of the evaluated variables. TB — number of

total born; LB — number of live born; PO — number of parity order; PPU — Piglet

production unit;

RESULTS

Eighty-one (54%), and 58 (38,66%) samples of mummified, and stillborn fetuses
were PCR-positive for PCV3 and PCV2, respectively. Twenty-eight (18,66%) of them

were positive for both agents. No fetuses were positive for PPV and Leptospira spp.

Only four samples positive for PCV3, one positive for PCV2, and two positives

for PCV2 and PCV3 presented suggestive histopathologic lesions indicative of

infection (Table 2). All samples with histopathological lesions were submitted to IHC

for investigation of PCV2, but all them tested negative for the agent. The laboratory

did not tested the samples for PCV3 because of the absence of the test.

Table 2. Histopathological lesions found in samples of mummified and stillborn

fetuses positive for porcine circovirus type 2 (PCV2), and porcine circovirus type 3

(PCV3)
Pathogen Sample Organ Lesion

PCV2 Mummy Heart Discrete multifocal infiltrate of lymphocytes in the
pericardium

PCV2/PCV3 Mummy Heart Multifocal to moderate lymphocyte infiltrate

PCV3 Stillborn Heart  Multifocal to moderate infiltration of plasma cells,
macrophages, and lymphocytes around blood
vessels

PCV3 Stillborn Heart Infiltration of plasma cells, lymphocytes, and
macrophages in the pericardium.

PCV3 Stillborn Lung  Presence of moderate edema and hemorrhage

PCV3 Stillborn Heart Discrete multifocal infiltrate of lymphocytes and

plasma cells interspersed in the myocardium
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PCV2/PCV3 Mummy Lung Moderate alveolar edema

For PCV2 final model, piglet production unit (p<0.0001), and occurrence of
mummified fetus (p<0.013) were significant. For PCV3 final model, piglet production
unit (p<0.0001) and total born piglet (p<0.0017) were significant. Associated
measurement for the final model is described in Table 3. The odds ratios of being
positive for PCV2 by piglet production unit or mummified fetus groups, and of being
positive for PCV3 by piglet production unit or total born piglet groups were calculated
(Table 4). The higher values of PCV2 (PPU1 x PPU4) and PCV3 (PPU1 x PPU2) odds
ratios were between units. It indicates that the chance of a fetus of PPU1 having PCV2,
versus a fetus from PPU4 not having is 12.37 times, with a confidence interval of 4.40
to 34.78. The same applies for PCV3, where the chance of a fetus from PPU1 having
PCV3, versus a fetus from PPU2 not having is 97.48 times, with a confidence interval
of 17.86 to 531.85.

Table 3. Associated measurements of final model for porcine circovirus 2 and 3.

Measurements PCV2 (%) PCV3 (%)
Preditive value 70.46 77.85
Positive preditive value? 61.01 80.30
Negative preditive value® 76.67 75.90
False positive value® 25.00 17.10
False negative value? 36.84 27.39
Sensibility® 63.15 72.60
Specificity 75.00 82.89

a probability of fetus being positive when PCR-result is positive.

b probability of fetus being negative when PCR-result is negative.

¢ proportion of fetus that do not have the disease, but PCR-result is positive.

d proportion of fetus that have the disease, but PCR-result is negative.

¢ probability of the final model being positive, and the fetus is positive - indicates
the ability of the test to correctly identify those fetuses who have the disease
among all the tested fetuses.

fprobability of the final model being negative, and the fetus is negative - indicates
the ability of the test to correctly identify those fetuses who do not have the

disease among all the tested fetuses.
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Table 4. Odds ratios (OR), inferior (IL), and superior (SL) limits of odds ratio interval

for fetus being positive for PCV2 and PCV3, according to categorized groups.

PCV2

Groups OR (%) IL (%) SL (%)
PPU1 x PPU2 6.54 2.00 21.32
PPU1 x PPU3 2.79 0.79 9.85
PPU1 x PPU4 12.37 4.40 34.78
PPU2 x PPU3 2.34 0.58 9.33
PPU2 x PPU4 1.89 0.67 5.28
PPU3 x PPU4 4.43 1.35 14.54
Mummified fetuses 3.18 3.18 8.15
PCV3

PPU1 x PPU2 97.48 17.86 531.85
PPU1 x PPU3 31.16 7.04 137.78
PPU1 x PPU4 5.30 1.57 17.87
PPU2 x PPU3 3.12 0.66 14.74
PPU2 x PPU4 18.37 4.66 72.40
PPU3 x PPU4 5.87 1.93 17.79
TB1 x TB2 6.66 2.14 20.68
TB1 x TB3 2.55 0.82 7.92
TB2 x TB3 2.61 0.93 7.28

PPU - piglet production unit
TB - total born piglet

The other variables not were presented in the results because none of them

showed significance after statiscal analysis.

DISCUSSION

As the present study, other authors have associated the occurrence of fetal
mortality with PCV2 and PCV3 infections. PCV3 was identified in cases of abortion

and, was correlated with increasing of mummified and stillborn fetuses in Hungary
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(Deim et al., 2019). In Brazil, Rocha et al. (2008) found 50.3% of fetuses positive for
PCV2, Dal Santo et al. (2020) and Assao et al. (2021) identified 97% and 51.72% of
mummified and stillborn fetuses’ samples positive for PCV3 DNA, respectively.
Coinfections were described in 6.2% (PCV2 and PPV; Rocha et al., 2008), and 93.1%
of samples (PCV3, PPV, PCV2, or Leptospira spp.; Dal Santo et al., 2020).

Although the high prevalence of PCV3 in the studies, few samples presenting
tissue lesions were observed in histopathology. Deim et al. (2019) did not identify a
lesion in positive fetuses’ tissue, while Arruda et al. (2019) described only two (10%)
samples presenting lymphocytic myocarditis. Using in situ hybridization (ISH)
technique, Arruda et al (2019) observed PCV3 positivity in five samples of cardiac and
smooth muscle tissue. The use of ISH is indicated for a more accurate diagnosis since
this test presents higher sensibility than immunohistochemistry (IHC) (Christopher-
Hennings et al. 2019). It was detected antigen in skin, kidney, lungs, lymph node, and
artery of multiple organs using ISH (Palinski et al., 2016; Saporiti et al., 2021).

Myocarditis is the main lesion related to PCV2 and PCV3 infection associated
with reproductive failure (Opriessnig, 2007; Phan et al., 2016; Arruda et al., 2019; Diaz
et al., 2020). In the present study, five of seven samples had inflammatory infiltrate -
ranging from mild to moderate multifocal - presenting lymphocytes, plasm cells, or
macrophages in heart tissue. These characteristics indicate a chronic inflammation
with a local antigenic stimulus (Werner, 2017).

Interstitial pneumonia is not described in many PCV3 cases, but one lung
sample of PCV2 and PCV3 co-infection presented moderate alveolar edema and
another lung sample, only with PCV3, presented edema and hemorrhage. These
results indicate the possibility of the virus causing inflammatory activity and reinforce
the necessity of analyse all samples including the negative one. According to
Sirisereewan et al. (2022), there are three mechanisms of PCV3 action to cause
inflammatory disease: a) virus induces apoptosis; b) virus activates a type |lll
hypersensitivity reaction with formation of immunocomplex; or c) virus activates a type
IV hypersensitivity reaction.

The fact of fetuses was PCR-positive for PCV2 and PCV3 does not indicate that
these viruses were the true cause of their death, but not exclude that to. Vargaz-
Bermudez et al. (2021) suggest that the occurrence of the disease is associated with
the viral load present in the animal and the strain in the herd. Authors found 102 (4.93

log genomic copies / mL) in gilt with clinical signs and Palinski et al. (2016) of 7.57 x
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107 in aborted fetuses. For this reason, PCV3 diagnosis should be based on clinical
information, the presence of the pathogen or antigen in the tissue, plus lesions
identified by ISH or IHC (Christopher-Hennings et al., 2019).

The chance of a fetus being positive for PCV2 and PCV3 varied among the
units. Probably, it may be explained by individual factors of each unit, mainly related
to biosecurity programs, concomitant immunosuppressive diseases, management,
size of the herd, and animal flow (Stadejek et al., 2017). In this study, smaller litters
(total born < 15) were shown to have higher odds ratios to be positive for PCV3 than
bigger litters (TB > 15 piglets). The explanation of this phenomenon is not clear;
however, it could be related to sows’ characteristics, as parity order (Kedkovid et al.,
2018), since TB1 (PO = 3.63 +1.82) has a numerical lower average than TB2 (PO =
4.9 £ 2.46).

Corroborating with the present result, Fux et al. (2018) showed that PCV2 and
PCV3 prevalence were not influenced by the vaccination status. Despite the recent
discovery of PCV3 as a cause of disease in swine, Rodrigues et al. (2020)
demonstrated in their retrospective study (1967-2018) that there were already positive
samples for PCV3 in Brazil in 1967. They report the existence of two different
genotypes (PCV3a and PCV3b), possibly associated with different moments of virus
introduction in Brazilian herds.

Porcine parvovirus and Leptospira spp. were not identified as pathogens
responsible for fetus mortality in the present study. In Brazil, the disease caused by
PPV1 is largely controlled by vaccination, thus reducing reproductive clinical signs,
particularly on fetal mummification (Ruiz et al., 2017). Contrary of our results,
Leptospira spp. prevalence (22%) has been described in fetuses from herds located in
the South region of Brazil (Herdt et al., 2019). The absence of Leptospira spp. may be
is due to the advances in biosecurity programs focused on vaccination, periodic
monitories, and pest and rodent control.

Non-infectious factors are the main cause of fetal mortality (Morés et al., 2011;
Lefebvre, 2015) and should be considered in the diagnosis. Usually, the presence of
mummies is associated with failures in animal management, nutritional and
environmental factors (Lefebvre, 2015), in addition to compromised uterine capacity
(Pere et al. 1997), and the occurrence of large litters (Borges et al., 2005). About 75%
of stillbirths occurred during the farrowing, and it is related to long-term births, dystocia

(Leenhouwers et al., 1999), and use of exogen oxytocin in sows with myometrial
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contraction (Gonzalez-Lozano et al., 2009; Nam & Peerapol, 2020). In these cases,
the piglet suffers asphyxia in the birth canal, which can cause immediate death or
reduced viability after birth, favoring postpartum stillbirth or mortality in the first days of
life (Herpin et al., 2001; Alonso-Spilsbury et al., 2005).

Usually, early embryonic mortality is related to maternal issues (Pope & First,
1985; Wientjes et al., 2013; Silva et al., 2016) and seasonal infertility (Peltoniemi et al.,
2000). Nonetheless, infectious causes, such as PCV2 and PCV3 infection, should be
investigated. Embryo death is more difficult to be diagnosed because they are
reabsorbed until 35 days of gestation, approximately (Christianson, 1992). The
challenge remains for future studies to relate embryonic death to PCV2 and PCV3

infection and lesions.

CONCLUSIONS

Summarizing this study, we agree that is needed more investigations about the
circulation of PCV3 and your clinical impacts on swine industry. Despite, the PCR
analysis shown the DNA of the virus, the histopathological technique didn’t show the
described characteristic lesions in the collected samples. This fact reinforces the
necessity of more scientific researches to uncover the pathogenic level and the
biosecurity measures for being implemented in commercial swine herds aiming to
reduce all damages.

The macroscopic lesions are not common in aborted, mummified and stillborn
fetuses during the necropsy. Therefore, the histopathological test is extremely
important for determined if there is or there isn’'t any presence of some infectious
agents. All the veterinarians should include this particular test in your routine of

diagnostic.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

As causas infecciosas de falhas reprodutivas sao extremamente relevantes na
producao de suinos e, por ter um aspecto dindmico, as infec¢des e patégenos podem
demonstrar variagdes em termos epidemioldgicos, de sinais clinicos e lesées ao longo
dos anos. Nesse sentido, a atualizagdo de dados referentes aos patégenos
causadores de problemas reprodutivos € de extrema importancia, a fim de reconhecer
e minimizar os efeitos negativos destes a campo.

Uma das informacdes de importancia do presente estudo retrata a auséncia de
patdgenos classicos de alteragdes reprodutivas em fetos mumificados, natimortos pré-
parto e abortado. Levantamentos de dados anteriores apresentavam diagndstico de
Leptospira sp e parvovirus suino com certa frequéncia, porém, estes nao foram
encontrados nas amostras estudadas. Provavelmente, este resultado esta associado
a protocolos vacinais e medidas de biosseguridade adequados.

Assim como estudos prévios, o PCV2 e PCV3 foram associados a mortalidade
fetal por meio da técnica de PCR, no entanto ndo foram evidenciadas lesdes
histopatoldgicas para diagndstico confirmatério do agente causal. Todavia, torna-se
de extrema importancia considerar estes patdbgenos em casos de aumento de perdas
gestacionais e, estudos futuros devem buscar elucidar a verdadeira importancia

destes agentes para os indices reprodutivos, bem como sua patogenia.
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