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RESUMO

“Caracterizacao do perfil sorolégico de nuliparas suinas e da progénie, frente ao parvovirus
suino"
Autor: Danielle Gava
Orientador: Prof. Dr. Ivo Wentz
Co-orientador: Prof. Dr. Cldudio Wageck Canal
Prof. Dr. Fernando Pandolfo Bortolozzo

O parvovirus suino (PPV) apresenta grande importincia, principalmente em fémeas nao-
imunes, por causar perdas reprodutivas significativas. O primeiro trabalho foi desenvolvido sobre
forma de revisdo, e serviu como base para realizacdo dos estudos seguintes. O segundo trabalho foi
conduzido para determinar a resposta de anticorpos para PPV em 127 leitoas apds a vacinacio,
avaliar a transferéncia de imunidade passiva e estimar a queda de anticorpos colostrais para PPV na
leitegada. Foi realizada coleta de sangue nas leitoas em: (A) antes da primeira vacinag¢do para PPV,
(B) apds a segunda dose; (C) no parto e (D) durante a segunda gestacdo. Além disto, colostro
também foi coletado (E). Trés leitdes de cada fémea foram selecionados e amostras de sangue
foram coletadas: antes de mamar o colostro, 7, 21, 57, 87 e 128 dias de idade, a fim de verificar o
declinio da imunidade passiva e estimar a meia-vida de anticorpos para PPV. O ndmero de fetos
mumificados, natimortos, nascidos vivos e nascidos totais do primeiro e segundo parto foram
analizados. Os anticorpos para PPV foram testados por inibi¢do da hemaglutina¢do (HI) e enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), a fim de verificar a concordancia entre estes dois métodos. A
possivel associagd@o entre os titulos de anticorpos das fémeas e dos leitdes no soro e no colostro com
os dados reprodutivos também foi investigada. A maioria das fémeas (85,83%) tiveram anticorpos
para PPV antes da vacinagcdo, mas depois da vacina, todas as fémeas soroconverteram. Aos sete dias
de idade a maioria dos leitdes apresentaram anticorpos para PPV e em torno dos 57 dias de idade
somente 35,29% dos leitdes eram positivos, alcancando a nulidade de anticorpos para PPV aos 87
dias de idade. A meia-vida estimada dos anticorpos colostrais foi 29,80 dias. A correlacdo entre o
soro dos leitdes e da fémea no momento do parto foi r=0,77 (P<0,001) e com o colostro o valor de r
foi 0,72 (P<0.001). A concordancia entre os testes de ELISA e HI foi moderada (Spearman’s p=
0,89 e R*= 0.67). Houve diferenga somente no nimero de mumificados entre o primeiro e segundo
parto (P<0,001). O terceiro trabalho objetivou avaliar o perfil de anticorpos para PPV em diferentes

sistemas de reposicdo de leitoas, correlacionando com dados reprodutivos. Cento e cinquenta
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nuliparas com duas doses de vacina para PPV foram selecionadas de trés sistemas de reposicio
diferentes: quarto sitio - A (n=36), granja receptora do quarto sitio - B (n=57) e granja
multiplicadora - C (n=57). Os anticorpos para PPV foram medidos utilizando um teste de ELISA.
Houve diferenca entre as trés granjas com relacdo ao titulo de anticorpos (P<0,05). Ao comparar os
dados reprodutivos entre as granjas, houve diferenga entre elas no nimero de nascidos totais e
nascidos vivos, mas ndo foi observada diferen¢a no percentual de natimortos e de mumificados
(P>0,05). A correta preparagdo da leitoa, objetivando a protecdo no momento da cobertura é
fundamental para alcancar bom desempenho reprodutivo, independente do sistema de reposicio

utilizado.

Palavras chave: Parvovirus suino, PPV, queda da imunidade, perfil de anticorpos, leitoa, sistemas

de reposigao.

! Tese de doutorado em Ciéncias Veterindrias

Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias Veterindrias

Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Porto Alegre, Marco de 2011.
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ABSTRACT

“Serological characterization of gilts and progeny, under Porcine Parvovirus'”’

Author: Danielle Gava
Advisor: Prof. Dr. Ivo Wentz
Co-advisors: Prof. Dr. Cldudio Wageck Canal
Prof. Dr. Fernando Pandolfo Bortolozzo

Porcine parvovirus (PPV) has a great importance because causes significantly reproductive
losses, mainly in non-immune gilts. The first study was developmented as a review, and served as a
basis to carry out the following studies. The second study was conducted to determine the antibody
response for PPV of 127 gilts in field conditions after vaccination, to evaluate the transfer of
passive immunity and to estimate the decay of acquired colostral antibodies to PPV in the
littermate. Gilts were bled at: (A) before the first vaccination to PPV, (B) after the second dose; (C)
at farrowing and (D) during the second pregnancy. Added to these, colostrum was also collected
(E). Three piglets of each gilt were selected and blood samples were collected: prior to initial
colostrum intake, 7, 21, 57, 87 and 128 day-old, in order to verify the decrease of passive immunity
and estimate the half-life of PPV antibodies. The number of mummified fetus, stillbirths, born alive
and total born were analyzed from first and second parturition. The PPV antibodies were tested both
with haemagglutination inhibition (HI) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in order
to study the agreement between these methods. The possible association between gilts and piglets
antibody titers in serum and colostrum with reproductive data was also investigated. Most gilts
(85.83%) had antibodies to PPV before vaccination, but after vaccine, all gilts seroconverted. At 7
day-old most part of piglets had PPV antibodies and around 57 days-old only 35.29% of piglets
were positive, reaching the PPV antibodies nullity at 87 days-old. The estimated average half-life of
acquired colostral antibodies was 29.80 days. The correlation between piglets serum with gilt serum
at farrowing time was r=0.77 (P<0.001) and with colostrum the r value was 0.72 (P<0.001). The
agreement between ELISA and HI tests was moderate (Spearman’s p= 0.89 and R’= 0.67). The
only difference between first and second parturition was observed on mummified fetuses (P<0.001).
The objective of the third study was to evaluate the PPV antibodies profile in different gilts

replacement systems, correlating with reproductive data. A hundred and fifty gilts with two doses of
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PPV vaccine were selected from three different gilts replacement systems: Fourth site - A (n=36),
fourth site receiver herd - B (n=57) and a farm producing dam lines - C (n=57). The PPV antibodies
were measured by an ELISA test. There were a difference on antibody titers among the three herds
(P<0.05). When we compared the reproductive data among herds, there were difference on total
born and born alive, but this difference was not observed on the percentual of stillbirths and
mummified (P>0.05). The correct gilt preparation, aiming the protection on mating time is
fundamental to reach a great reproductive performance, independent of the replacement gilt system

used.

Key words: Porcine parvovirus, PPV, immunity decay, antibody profile, gilt, replacement systems.

" Doctoral Thesis in Veterinary Sciences

Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias Veterindrias

Faculdade de Veterindria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Porto Alegre, March, 2011.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ um importante produtor mundial de alimentos e o agronegécio ¢ um dos
principais segmentos da economia nacional. Atualmente o Brasil é o quarto maior produtor e
também o quarto maior exportador de carne suina (ABIPECS, 2010). O niimero de animais abatidos
por matriz alojada aumentou 12,5% nos udltimos trés anos, com o nimero de suinos terminados
passando de 19,2 para 21,6 por matriz ao ano (ABIPECS, 2010). Entretanto, para manter a
competitividade no mercado € preciso cuidar especialmente da sanidade das criacdes comerciais e,
neste cendrio, as doengas virais sdo preocupacdes constantes. Programas de biosseguranca, medidas
de manejo e técnicas laboratoriais eficientes para diagndstico de enfermidades sdo essenciais para
manutencdo da seguranca sanitdria na suinocultura tecnificada (BARCELLOS et al., 2008).

Atualmente, as principais doengas que afetam os rebanhos suinos sdo multifatoriais e virais,
acarretando, principalmente, em redug¢do no desempenho e aumento dos custos de producdo
(MORAES e COSTA, 2007; ROEHE et al., 2007). Dentre estes agentes, o parvovirus suino (PPV)
possui grande importancia econdmica, pois propicia a reducdo do desempenho reprodutivo,
caracterizado principalmente por morte embriondria com reabsor¢do seguida de retorno ao estro ou
leitegadas pequenas, fetos mumificados e natimortos (MENGELING, 1999; ROEHE et al., 2007).

O PPV € um virus que causa problemas reprodutivos em fémeas suinas, com grande
impacto, principalmente em nuliparas. Apesar de, usualmente, a infec¢io ser subclinica em suinos
adultos, sua importancia deve-se a capacidade de infeccdo transplacentdria, levando a morte dos
embrides e fetos (JOHNSON e COLLINGS, 1971; MENGELING, 1999; ROEHE et al., 2007). A
determinagd@o do perfil soroldgico do rebanho antes da vacinacdo é de grande valia, apesar de nio
ser utilizada na prética, pois a partir desta, medidas direcionadas de prevengdo podem ser
realizadas, diminuindo o impacto da enfermidade no plantel.

O teste soroldgico de referéncia para PPV € a prova de inibicdo da hemaglutinacido (HI),
embora seja um teste barato e de facil aplicag¢do, a auséncia de padronizacdo da técnica determina
dificuldade de interpretacdo e comparagdo dos resultados entre diferentes laboratérios. O teste de
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) é mais rapido, pritico e pode ser estandardizado,
além dos equipamentos para a sua execucdo estarem presentes na maioria dos laboratérios da
agroindustria (HORWITZ, 1996; MORAES e COSTA, 2007).

Além da sorologia como ferramenta de monitoria para auxiliar a minimizar o impacto desta

virose e de outras enfermidades que afetam a suinocultura, novos sistemas de aquisicdo de fémeas
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de reposi¢ao t€m sido propostos (BRANDT e LIMA, 2005; MOORE et al., 2005; BRANDT, 2007).
Considerando que a principal forma de disseminag@o de patdgenos € através do contato direto entre
animais, a reposi¢cdo representa um ponto critico na biosseguranga das granjas, devido aos riscos
sanitdrios envolvidos. A disseminacdo de novos patégenos no ambiente pode gerar um desequilibrio
na microbiota ja existente, precipitando o aparecimento de doencas que se encontram latentes no
rebanho. Por outro lado, o novo ambiente também oferece riscos aos animais de reposicao,
especialmente aos oriundos de granjas com baixo desafio sanitirio (MORES et al., 1999).

Dentre os sistemas de reposi¢cdo, destacam-se o quarto sitio e o quinto sitio, que objetivam a
produgdo de nuliparas em unidades ou sitios separados. Estes sistemas de preparacdo de nuliparas
visam aprimorar o manejo da cobertura, maximizando os indices reprodutivos e sanitdrios desta
categoria (ANTUNES, 2007; BRANDT, 2007; WENTZ et al., 2007). Como estas formas de
aquisi¢do estdo se difundindo em diversos paises, inclusive no Brasil, e ndo hd nenhum relato do
perfil sorolégico destas fémeas, sugere-se a avaliacdo deste perfil para PPV em comparacdo com o
sistema de reposicao interna de nuliparas.

Outro ponto importante a ser avaliado € a capacidade de resposta mediante vacinagdo e
consequente transmissdo e duracdo da imunidade & progénie. Faz-se necessdrio também o
acompanhamento clinico destas fémeas, bem como avalia¢do da correlacdo dos dados reprodutivos
com o perfil sorolégico para PPV. Assim, o presente trabalho pretende contribuir para o estudo

epidemioldgico, diagndstico e controle da infeccdo pelo PPV no Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

1.

2.

Caracterizag@o soroldgica de nuliparas suinas para o PPV e correlagio do perfil reprodutivo
nos diferentes sistemas de reposicao.

Determinagdo da duracio da imunidade passiva para o PPV da progénie de nuliparas suinas.

2.2 Especificos

1.

e

Avaliar a soroconversdo para PPV pela técnica de ELISA, em nuliparas.

. Avaliar a presenca do antigeno pela técnica de “nested-PCR” e PCR em tempo real.

2
3.
4

Relacionar o perfil de anticorpos para PPV no soro e no colostro de nuliparas suinas.

. Acompanhar o declinio dos anticorpos maternos para PPV na progénie de nuliparas, pelo

teste de ELISA.
Correlacionar o teste de ELISA com o teste de HI para detec¢@o de anticorpos para PPV.
Determinar o perfil de anticorpos para PPV e correlacionar com o perfil reprodutivo, em

nuliparas suinas, provenientes de diferentes sistemas de reposicao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sistemas de reposicdo de nuliparas

3.1.1 A importdncia da nulipara

A rentabilidade de um sistema de producdo estd diretamente relacionada com o desempenho
reprodutivo das fémeas que compdem o plantel de reprodutoras, incluindo as nuliparas. A reposicio
das matrizes é uma pratica obrigatdria, sendo um processo importante para a evoluc¢io do rebanho,
pois possibilita a maximizacao dos ganhos produtivos através da melhoria genética dos animais.

As taxas de reposicdo anuais praticadas na suinocultura tecnificada estdo entre 35 e 50%, e
as nuliparas representam 8% a 10 % do plantel de matrizes, totalizando 17% a 21% no grupo de
paricio (KIRKWOOD e THACKER, 1992; MORRISON et al., 2002; BORTOLOZZO e WENTZ,
2006). No caso de reposicdo interna, este indice eleva-se, ficando em torno de 25%. Contudo, é
importante que haja uma concentracdo de 50% a 70% do plantel com fémeas de segundo até sexto
parto (BORTOLOZZO e WENTZ, 2006; ANTUNES, 2007). Cabe ressaltar que estes valores nio
sdo fixos, variam de acordo com as peculiaridades de cada granja, como taxa de mortalidade,
politica de descarte e do momento econdmico da suinocultura. Entretanto, a distribuicdo uniforme
do percentual de participacdo por ordem de parto deveria ser mantida, pois desequilibrios poderdo
implicar em um melhor ou pior desempenho reprodutivo da granja. No ano de 2009/2010, a taxa de
reposi¢do média das granjas brasileiras foi 47,5%, sendo que a média de desmamados por fémea ao
ano foi 25,92 (AGROCERES PIC - PIG CHAMP, 2010). O fato de existirem diferencas entre estas
taxas em sistemas que possuem instalagdes, genética e nutri¢do similares, indica que a qualidade do
manejo assume um papel importante nestes indices.

A exigéncia pela maximizacio destes niimeros exigiu mudangas no modelo de produgdo e a
partir da garantia de agdes bdsicas, o foco voltou-se ao cumprimento de alguns detalhes da cadeia
com uma atengdo muito maior a qualidade da nulipara. O manejo reprodutivo e sanitdrio
inadequado até o momento da primeira inseminacao resulta em baixo nimero de leitdes nascidos no
primeiro parto e nos subsequentes, atraso no intervalo desmame-estro apds a primeira lactacdo e
uma vida produtiva mais curta (MORES et al., 1999; WENTZ et al., 2007). Desta forma, uma boa

preparacdo da nulipara, com manejo correto desde o nascimento, leva ao maior tempo de
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permanéncia no plantel, refletindo em um incremento na produtividade (KIRKWOOD e
THACKER, 1992; FOXCROFT e AHERNE, 2001).

Fatores como a produtividade e os aspectos reprodutivos sdo os que interferem diretamente
no nimero de leitdes produzidos. Dentre os que influenciam o nimero de leitdes nascidos
destacam-se: o nimero de ovulagdes, a taxa de fecundacdo e as perdas gestacionais (morte
embriondria e fetal). Atualmente, é possivel alcangar um valor médio de 16 a 18 ovulagdes na
nulipara, o que poderia resultar em 11 a 12,5 leitdes nascidos vivos, considerando perdas apds a
ovulacdo de 5% na taxa de fecundagdo, mortalidade embriondria de 20%, mortalidade fetal de 5% e
natimortalidade de 5% (MORRISON et al., 2002; BORTOLOZZO ¢ WENTZ, 2006).

A realidade de alta tecnologia estd presente na rotina das granjas com manejos e ferramentas
de ponta que, aliadas a criatividade do produtor, aumentam ainda mais as médias de produg@o.
Entretanto, o grande desafio sanitdrio do inicio da década de 2000, marcado principalmente pela
infeccdo pelo circovirus suino tipo 2 (PCV2), exigiu reflexdes a respeito da suinocultura no modelo
atual e futuro em relacdio ao potencial de produgio (CIACCI-ZANELLA e MORES, 2000;
CIACCI-ZANELLA e MORES, 2003). Assim como patologias até entio mantidas sob controle ou
de pouca importancia voltaram a ser problemas nos rebanhos, alguns detalhes na produgdo também
considerados ultrapassados ganharam valor e novas exigéncias surgiram, associando o potencial de
produg@o e a estrutura ou modelo da suinocultura. Nesta diversidade de producdo de uma mesma
espécie, o desafio técnico de producdo exige a busca de alternativas na conducdo de sistemas sdcio-
politicos e ambientais corretos.

A substituicdo das matrizes pode ser feita de duas formas: através da producdo de nuliparas
na propria granja ou da compra das nuliparas de reposi¢do. No caso de reposi¢do interna, as
nuliparas sdo produzidas a partir de um plantel de avds ou bisavés mantido dentro da granja.
Entretanto, a forma mais usual € através de aquisi¢do de nuliparas a partir de granjas especializadas,
denominadas granjas multiplicadoras. Além disto, atualmente também € possivel adquirir nuliparas
prenhes de uma unidade denominada quarto sitio ou adquirir fémeas primiparas, de uma unidade
denominada quinto sitio (FOXCROFT e AHERNE, 2001; BORTOLOZZO e WENTZ, 2006).

Nio existe uma regra a ser seguida para escolha do sistema de reposi¢do mais conveniente,
pois os aspectos envolvidos sdo complexos e a viabilidade varia de acordo com o perfil de cada
unidade. Dentre os fatores relevantes incluem-se os econdmicos, genéticos e sanitdrios. Neste
aspecto, a quarentena e a adaptagdo a microbiota da granja receptora sdao ferramentas fundamentais

neste processo, pois possibilita uma aproximacio do nivel de saide e imunidade entre as nuliparas
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introduzidas € o rebanho de destino (MORES et al., 1999; BARCELLOS et al., 2007;
BARCELLOS et al., 2008).

Virios sistemas de producao tém sido propostos a fim de maximizar o beneficio da resposta
imune passiva para diminuir a transmissdo de agentes causadores de doencas, permitir trabalho
especializado em cada fase de producdo, simplificar a logistica, maximizar o desempenho
reprodutivo e aperfeicoar a produgdo de suinos. Entretanto, a alta taxa de reposi¢@o, associada a
facilidade de aquisi¢do de animais, favorece a disseminagdo de patogenos entre os rebanhos suinos,
tornando a manutencdo da saide do plantel um desafio aos produtores (KIRKWOOD e THACKER,
1992; FOXCROFT e AHERNE, 2001).

3.1.2 Sistema de reposigcdo interna

Os produtores que optam por este sistema devem ter consciéncia de que s@o necessarios
alguns quesitos bdsicos para alcangar o sucesso almejado. A manutengcdo de dois programas
distintos (producdo de nuliparas de reposicdo e de animais para terminagdo) dentro de uma mesma
granja ndo € uma tarefa facil, pois requerem planejamento, instalagdes e manejo diferenciados em
ambos os grupos (BORTOLOZZO e WENTZ, 2006).

As nuliparas de reposi¢do sdo originadas de cruzamentos entre animais de linhagem
materna, de ragas puras ou hibridas, chamadas avds e/ou bisavds, consideradas de alto valor
genético e econdmico. Uma sele¢do rigorosa das nuliparas é imprescindivel para obter o
desempenho almejado e proporcionar a evolucdo genética do plantel. Os animais sdo selecionados
para diversas caracteristicas, onde devem apresentar taxa de crescimento moderada, aparelho
mamdrio com, no minimo sete pares de tetos € bom espagamento entre eles, bom desenvolvimento
vulvar e boa qualidade do aparelho locomotor e aprumos (FOXCROFT et al., 2004). As nuliparas
de reposi¢do necessitam de manejo cuidadoso para poder obter méximo desempenho e longevidade.
As condigdes de alojamento e arracoamento devem ser diferenciadas, com o objetivo de atingir
peso, taxa de crescimento, composicao corporal e longevidade desejados (FOXCROFT e AHERNE,
2001; FOXCROFT et al., 2004; WENTZ et al., 2007).

Essa forma de reposi¢do oferece algumas vantagens com relagdo a aquisi¢do de nuliparas. O
beneficio mais expressivo deste sistema estd relacionado ao aspecto sanitdrio/biosseguranga, pois o
nimero de animais novos introduzidos no plantel pode ser reduzido em até dez vezes

(BORTOLOZZO e WENTZ, 2006). Esta reducdo € responsdvel pela estabilidade sanitdria do
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mesmo, diminuindo a introducdo e disseminacdo de agentes infecciosos entre fémeas em
reproducdo. Além disto, também apresenta vantagem no manejo, ja que as fémeas nio necessitam
de um periodo de quarentena/adaptacdo, uma vez que nascem e se desenvolvem dentro da unidade
onde serdo reprodutoras. A principal desvantagem deste sistema estd relacionada basicamente com
a reducdo no ganho genético em fun¢do do tempo, por a introdugdo de aterial genético da-se quase
que na maioria pelo macho. Outros fatores interferem na viabilidade do programa, como uso de
inseminacdo artificial ou monta natural; taxa de reposicdo anual de fémeas e machos; nimero de
leitdes desmamados por fémea ao ano, mortalidade na maternidade e pés-desmame (FOXCROFT et

al., 2004; BORTOLOZZO e WENTZ, 2006).

3.1.3 Sistema de aquisicdo a partir de granjas multiplicadoras

Este sistema consiste na aquisicdo de nuliparas a partir de granjas especializadas. A
vantagem deste tipo de reposicio é a selecio de alta qualidade. E recomendado que as fémeas sejam
transferidas para a granja de destino com idade entre 140 e 160 dias de idade, para que ocorra um
periodo de quarentena, adaptagdo e bom manejo de inducdo ao estro (BORTOLOZZO e WENTZ,
2006; BARCELLOS et al., 2007). O manejo realizado antes da primeira cobertura é fundamental
para um bom desempenho reprodutivo ao primeiro parto (FOXCROFT et al., 2004;
BORTOLOZZO e WENTZ, 2006).

A adocdo de alguns critérios na aquisi¢do de nuliparas visa minimizar a entrada de agentes
infecciosos no rebanho, favorecendo a estabiliza¢do do nivel sanitdrio da granja. Isto pode ser feito
baseado na certificagdo preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), no qual os animais devem ser livres de peste suina cldssica, doenga de Aujeszky,
brucelose, tuberculose, sarna e leptospirose (livre ou controlada), além de certificacdo opcional para
outras doencas (MAPA, 2002). A ocorréncia de enfermidades pode acarretar em falhas
reprodutivas, comprometendo o desempenho de todo o plantel a curto e longo prazo. Nuliparas que
apresentam nivel de saide semelhante ao plantel residente enfrentam menos desafios infecciosos e
adoecem menos, resultando em menores perdas gestacionais (HEUSER, 1999). Além disto, o

adequado manejo sanitdrio da nulipara reduz o uso de medicagdes e vacinas.

3.1.4 Sistema de criacdo de nuliparas em unidades separadas
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A grande evolugdo da suinocultura nos ultimos 20 anos proporcionou alternativas com
diferenciacdo e especializag¢do de atividades por categoria animal. Neste sentido um maior rigor na

categorizag¢@o do rebanho de fémeas e de leitdes pode aumentar os ganhos de produtividade.

3.1.4.1 Quarto sitio

O quarto sitio trata-se de um modelo de producdo especializado na preparacdo de nuliparas,
abrangendo a fase de indu¢do de puberdade, manejos sanitdrios, diferencia¢do de nutricdo e manejo
reprodutivo, culminando com a entrega das fémeas a partir dos 40 dias de gestacdo (BRANDT e
LIMA, 2005; BRANDT, 2008).

As granjas que optam por adquirir fémeas deste sistema de reposicdo reduzem as possiveis
perdas que ocorrem desde a cobertura até o parto, uma vez que recebem as nuliparas apds o periodo
que ocorrem as principais perdas gestacionais. Ao comparar os dados reprodutivos entre nuliparas
adquiridas pelo sistema convencional e nuliparas adquiridas gestantes, as fémeas do quarto sitio
apresentaram um aumento de 0,1 leitdo nascido vivo e 11,9% na taxa de parto ajustada, além de um
decréscimo de 8,3% na taxa de retorno ao estro, 0,6% na taxa de abortamentos e 0,8% no ndmero
de natimortos (CAMPRODON et al., 1999). Por sua vez, Brandt (2008) ao comparar dados de
granjas brasileiras, também evidenciou aumento na taxa de parto, além de possibilidade de
estabilizacdo da producdo devido ao melhor aproveitamento das fémeas provenientes do quarto
sitio.

Esta forma de aquisicdo ainda permite uma reposicdo por demanda, além de favorecer a
ocupacdo das instalacdes por outras categorias, incrementando em até 8% a quantidade de fémeas
produtivas no plantel. Este sistema também pode auxiliar na qualidade sanitdria e reprodutiva do
plantel, por alojar somente fémeas vacinadas e com gestagdo comprovada. Em contrapartida, o
custo para aquisicdo € maior, e mesmo estando vacinadas, uma adaptacdo das fémeas no plantel de

destino é necessaria (BRANDT e LIMA, 2005; BRANDT, 2008).

3.1.4.2 Quinto sitio

A associacdo das vantagens do quarto sitio com a produgdo através de partos segregados

leva a possibilidade de se trabalhar com um novo modelo de produc¢do, o quinto sitio. No quinto
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sitio aliam-se as vantagens reprodutivas das matrizes com os ganhos sanitdrios do produto na
creche, recria e terminacdo (BRANDT, 2007; 2008).

A diferenca de produtividade de leitdes filhos de primiparas também leva a uma
possibilidade de categorizagdo de granjas de recria por ordem de parto (OP). A criagdo de granjas
com partos segregados permite a manutenc¢do de dois estados sanitdrios distintos nos rebanhos, um
mais sensivel e por isso mais exigente, originado dos filhos de primiparas e outro mais resistente,
procedente de leitdes originados por fémeas de OP > 2. Com esta segregacdo passa-se a trabalhar
com cinco categorias diferentes de animais, ou seja, plantel de nuliparas (quarto sitio), plantel de
fémeas com OP 1 (gestagdo, paricdo e nova gestacdo), plantel de fémeas com OP > 2 (gestagdo e
paricdo), e respectivas producdes de leitdes dos dois plantéis (MOORE et al., 2005; BRANDT,
2008).

Este modelo possui como principal vantagem uma melhor preparacdo das nuliparas,
proporcionando uma otimiza¢ao no desempenho das primiparas. Com a adocdo deste sistema, pode-
se manejar com maior eficiéncia um programa nutricional e reprodutivo definido por categoria,
além da formacdo de lotes especificos por categorias, o que proporciona melhor gestdo sanitdria
(MOORE et al., 2005; BRANDT, 2007).

Da mesma forma que o modelo de produg¢do de quarto sitio, o quinto sitio necessita
logistica, mercado especifico e garantido para manutencdo da cadeia através da entrega ou
suprimento de animais por demanda. S@o sistemas mais especializados, e visam, além das vantagens

reprodutivas, a qualidade sanitéria dos rebanhos.

3.2 Imunidade passiva

O sistema imune € o responsdvel pela elaboracdo da resposta imunoldgica, composta por
mecanismos de defesa especificos e inespecificos, que visam combater o agente agressor. Apods
identificar os invasores, o sistema imune, principalmente através dos linfécitos, tenta neutralizar os
efeitos prejudiciais das moléculas isoladas e destruir os microorganismos (TIZARD, 2002). Os
linfécitos sdo agrupados em duas populacdes principais: linfocitos B, responsdveis pela producio de
anticorpos (imunidade humoral), e linfécitos T, responsdveis pela resposta imune mediada por
células (imunidade celular). A imunidade humoral mediada por anticorpos, produzidos pelos
plasmdcitos, representa um dos mecanismos mais eficientes de defesa do organismo animal diante

de um determinado antigeno (BOURNE, 1976; TIZARD, 2002). Na espécie suina, foram descritas
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quatro classes de imunoglobulinas (Igs) - IgM, IgG, IgA e IgE - sendo as trés primeiras mais
conhecidas e importantes. A IgG € a dnica que apresenta subclasses, que sdo: IgG1, 1gG2, IgG3,
IgG4, IgGS5 e IgG; e a IgA ocorre na forma monomérica ou dimérica (BUTLER et al., 2009). A
imunidade celular por sua vez, € mediada por linfécitos T auxiliares (Th - CD4") e linfécitos T
citotécicos (Tc - CD8"). Os Th secretam vdrias citocinas, que estimulam a atividade de outras
células envolvidas na resposta imunoldgica. Os linfécitos Tc reconhecem e destroem células
infectadas e também secretam algumas citocinas. Esses mecanismos envolvidos na imunidade
especifica (humoral e celular) sdo complementares e atuam conjuntamente no combate as infec¢des
viricas (TIZARD, 2002; BUTLER et al., 2009; SALMON et al., 2009).

Os fetos suinos estdo muito bem protegidos da estimulacdo antigénica externa, em fungdo da
caracteristica epitélio-corial da placenta materna, na qual seis camadas de tecidos separam a
circulacdo materna da fetal. Essa barreira fisica de protecdo, no entanto, impede a transferéncia de
Igs da mae para o feto via placenta; assim, o leitdo nasce hipo ou agamaglobulinémico, sendo
extremamente dependente da aquisi¢do de imunidade passiva (SALMON, 1984; SALMON et al.,
2009). Essa imunidade € conferida pela ingestdo de Igs colostrais; além disto, fagécitos (neutréfilos
e macréfagos), linfécitos (B e T), células epiteliais, dentre outros, também sdo passivamente
adquiridos e podem contribuir para a imunidade do leitdo recém-nascido (EVANS et al., 1982;
GASKINS e KELLEY, 1995; SALMON, 1999). Desta forma, o colostro e leite sdo importantes
fontes nutricional e sanitdria ao leitdo, fornecendo alimento, dgua, protecdo imunitdria e fatores
regulatorios (AUMAITRE e SEVE, 1978; WAGSTROM et al., 2000; BAILEY et al., 2005).

Os leitdes podem adquirir essa imunidade passiva recebendo anticorpos da mae via colostro
principalmente nas primeiras 24 a 36 horas apds o nascimento. O desenvolvimento e as alteragdes
que ocorrem no intestino de recém-nascidos influenciam a aquisicdo de anticorpos maternos e a
absorcdo maxima de Igs ocorre de 4 a 12 horas apds o nascimento, declinando rapidamente apds
esse periodo devido a diminui¢do da permeabilidade intestinal (BROWN et al., 1961; BUTLER et
al., 1981; GASKINS e KELLEY, 1995). A sobrevivéncia do leitdo ndo depende somente da
ingestdo dessas macromoléculas, mas também da sua propria capacidade para utiliz-las, reagindo
rapidamente a um desafio. Essa capacidade de reacdo do leitdo, no entanto, é bastante limitada,
principalmente em virtude da imaturidade do sistema imunolégico, que passa por mudancas nas
primeiras semanas de vida, incluindo o aumento do nimero circulante de neutréfilos e aumento da

habilidade de resposta aos estimulos externos (BAILEY et al., 2005; BUTLER et al., 2009).
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A presenga de anticorpos passivos no soro dos leitdes suprime a producdo de anticorpos
enddgenos, e o nivel de supressdo parece ser diretamente proporcional a quantidade de anticorpos
adquiridos (WILSON, 1974; KLOBASA et al., 1981; BOERSEMA et al., 1998). Entretanto, apesar
da formacdo de anticorpos contra antigenos especificos ocorrer somente apds a queda de anticorpos
passivos, a inducdo de memoria acontece na presenca destes (BOERSEMA et al., 1998; TIZARD,
2002). Esta barreira formada pela imunidade passiva diminui com o passar do tempo, e ocorre em
periodos diferentes para cada agente infeccioso. De um modo geral, os titulos de anticorpos
colostrais permanecem altos até cerca de duas a trés semanas de idade, e a infeccdo do leitdo por
diferentes patégenos ocorre principalmente a partir do momento da queda da imunidade passiva, na
auséncia de anticorpos protetivos (WILSON, 1974; BOURNE, 1976; SALMON, 1999; BUTLER et
al., 2009).

Deve-se considerar ainda, que o processo de imunidade passiva é resultado de desafios
imunoldgicos que a mae sofreu, sejam eles oriundos de vacinacido ou exposicdo a patdgenos. Assim,
porcas mais velhas tendem a produzir colostro com maior concentragdo e melhor padriao qualitativo
de Igs, se comparadas as primiparas (KLOBASA et al., 1985; KLOBASA et al., 1987a). Ao
comparar a transferéncia de IgA e IgG via colostro, entre primiparas e fémeas OP 3, as fémeas OP 3
apresentaram maior quantidade de Igs no colostro e no soro da progénie, e os leitdes, filhos de
fémeas OP 3, tiveram menor taxa de mortalidade na creche e maior ganho de peso (BURKEY et al.,
2008). Apesar destas diferencas, de um modo geral, os niveis de Igs no colostro podem ser até trés
vezes maiores que aqueles encontrados no soro das fémeas, e os niveis de Igs no soro dos leitdes
podem ser maiores que os encontrados no soro das maes (SIMPSON-MORGAN e SMEATON,
1972; BOURNE e CURTIS, 1973).

3.2.1 Imunoglobulinas

A composic¢io de Igs no colostro difere consideravelmente do leite. Altas concentracdes de
Igs (IgM, IgG e IgA) sdo encontradas nas primeiras amostras de colostro apds o parto. Quase 100%
de IgG, 85% de IgM e 40% de IgA presentes no colostro sdo derivadas do soro da fémea
(BOURNE, 1976; SALMON et al., 2009), ja no leite, 70% de 1gG e 90% de IgM e IgA sdo
sintetizadas localmente na glandula mamadria (BOURNE e CURTIS, 1973). A presenca de IgA pode

ser devida tanto ao transporte de IgA monomérica ou dimérica pelo sangue, quanto pela migracdo
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de células B sensiveis a IgA na glandula mamédria, as quais sdo transformadas e eliminadas pelo
leite (SALMON et al., 2009).

A participacdo relativa dessas Igs cai rapidamente com o transcorrer da lactacdo e a IgG
predominante no inicio (76% do total) passa para cerca de 11% aos 21 dias de lacta¢do. Por sua vez,
a IgA emerge como a principal Ig aos 14 dias de lactacio (BOURNE, 1976; KLOBASA et al,,
1985). Em média, as concentracdes de IgG, IgM e IgA no colostro sdo da ordem de 95,6; 9,1 e 21,2
mg/mL, respectivamente. Vinte e quatro horas apds, estas concentracdes caem para 14,2; 2,7 e 6,3,
as quais atingem, aos sete dias de lactacdo, valores estdveis, em torno de 1,5, 1,8 e 4,8
respectivamente para IgG, IgM e IgA (KLOBASA et al., 1987a; KLOBASA et al., 1987b).

A diferenca na composicdo de Igs é explicada pelas distintas fun¢des do colostro e do leite.
O colostro ¢ fonte de anticorpos circulantes para o neonato, enquanto o leite provém prote¢ado local
de anticorpos para a mucosa intestinal (WAGSTROM et al.,, 2000). Esta drastica reducdo da
concentracdo de anticorpos no colostro justifica a necessidade de viabilizar a maior ingestio
possivel pelos leitdes logo nas primeiras horas apds o parto. Além disso, a capacidade de absor¢do
dos neonatos também € rapidamente diminuida e, em torno de 48 horas ap6s o nascimento, a
capacidade de absorcdo de Igs ja € praticamente nula, devido a diminuicdo da permeabilidade
intestinal iniciada pelo consumo de proteina e glicose (BROWN et al., 1961; GASKINS e
KELLEY, 1995).

A absorcdo de Igs ocorre por endocitose e subsequente movimento transcelular das
macromoléculas pelo epitélio intestinal. Todas as classes de anticorpos s@o transportadas através do
epitélio dos vilos, enquanto que o epitélio das criptas absorve somente IgM e IgA (BUTLER et al.,
1981). As Igs colostrais absorvidas entram primeiro no sistema linfatico intestinal, e sé entdo
atingem a circulacdo. A IgA ¢é resecretada na superficie das mucosas, principalmente para os tratos
digestivo e respiratério, enquanto que a IgM e IgG fardo parte dos anticorpos sanguineos. Em torno
de 24 horas apds a ingestdo do colostro, linfécitos de origem maternal estdo presentes no figado,

pulmao, linfonodos, bago e trato gastrointestinal do neonato (BOURNE, 1976; WATSON, 1980).

3.3 Parvovirus suino

3.3.1 Classificagdo e caracterizagdo do virus
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As perdas reprodutivas sdo determinantes da reducdo da produtividade de criacdes
comerciais de suinos, sendo a parvovirose suina uma das principais enfermidades responsdvel por
estas perdas. A doenca possui como agente etioldgico o PPV, cujo isolamento e associac@o as falhas
reprodutivas foram descritos primeiramente por Cartwright e Huck (1967). De acordo com o
Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), a familia Parvoviridae é composta por duas
subfamilias (Parvovirinae e Densovirinae). A subfamilia Parvovirinae é dividida em cinco géneros,
Parvovirus, Erythrovirus, Dependovirus, Amdovirus, Bocavirus, e recentemente outros dois géneros
foram propostos: Hokovirus e Cnvirus (HIJIKATA et al., 2001; FAUQUET e FARGETTE, 2005;
LAU et al., 2008). Dentro do género Parvovirus estdo: parvovirus de galinha (ChPV), virus da
panleucopenia felina (FPLV), parvovirus canino (CPV), virus da enterite das martas (MEV),
parvovirus dos maos-peladas (RPV), virus minuto dos camundongos (MMV) e parvovirus suino
(PPV) (HORWITZ, 1996; FAUQUET e FARGETTE, 2005; MORAES e COSTA, 2007). Até o
presente momento, somente um sorotipo de PPV foi identificado, entretanto existem diferencas de
patogenicidade entre isolados de campo (MARTINS SOARES et al., 2003; ZEEUW et al., 2007).
Todavia, recentemente, outros virus pertencentes a esta subfamilia, capazes de infectar suinos,
foram descritos, como o parvovirus suino 2 (PPV2) (HIJIKATA et al., 2001), hokovirus suino
(PPV3 ou PHoV) (LAU et al., 2008; CHEUNG et al., 2010) e bocavirus-like (PPV4 ou PBoV1 e
PBoV2) (BLOMSTROM et al., 2009; CHENG et al., 2010; CHEUNG et al., 2010), porém a
correlacdo com alguma doenca, patogenicidade, possivel persisténcia e prevaléncia destes virus
permanecem incertos.

Os membros da familia Parvoviridae sao virus pequenos, esféricos, com capsideo
icosaédrico e compostos por uma molécula de DNA linear de fita simples. Os parvovirus possuem
somente quatro genes, distribuidos em duas regides codificantes sobrepostas no genoma de 5
kilobases (Kb). O PPV possui 18 a 26 nm de diametro, é desprovido de envelope e as particulas
virais possuem uma massa de 5,5 a 6,2 x 10° daltons (RANZ et al., 1989; HORWITZ, 1996;
MORAES e COSTA, 2007).

O genoma apresenta duas grandes fases abertas de leitura (Open Reading Frames - ORFs),
sendo que a primeira (ORF1) compreende a metade esquerda (5°) e codifica para proteinas nao
estruturais (non structural - NS), NS-1, NS-2 e NS-3. A NS-1 estd associada a replicagdo do
genoma viral e a NS-2 com a formagdo do capsideo, controle da expressdo génica e também
participa da replicacdo do genoma. A proteina NS-3 ainda ndo tem fun¢do conhecida, contudo,

acredita-se que estd igualmente relacionada a replicagdo viral. A segunda ORF (ORF2) estd na
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metade direita (3’) do genoma e codifica para as trés proteinas do capsideo, (viral protein - VP),
VP1, VP2 e VP3. As duas dltimas possuem epitopos que induzem a formag@o de anticorpos
neutralizantes e pequenas diferengas nestas proteinas podem determinar o tropismo por diferentes
tecidos e hospedeiros. Além disto, possuem na superficie estruturas caracteristicas, como
protuberancias, depressdes e cilindros, que conferem fungdes bioldgicas, como reconhecimento e
ligagdo a receptores celulares e caracteristicas imunogénicas. (RANZ et al.,, 1989; HORWITZ,
1996; MORAES e COSTA, 2007).

Ao relacionar as propriedades fisico-quimicas do PPV, foi observado que este possui
atividade hemoaglutinante sobre os eritrécitos e a densidade situa-se entre 1,39 e 1,42 g/cm3 em
gradiente de cloreto de césio. O virus € estdvel em pH entre 3 e 9, e a temperatura de 56°C por 60
minutos (HORWITZ, 1996). Por outro lado, desinfetantes a base de formalina, hipoclorito de sédio
e agentes oxidantes s@o capazes de diminuir a infectividade ou inativar o virus (BROWN, 1981).

Uma caracteristica marcante do PPV € a dependéncia de células na fase S do ciclo celular
para sua replicagdo. A infeccdo por este virus afeta principalmente 6rgios que apresentam células
com altas taxas de multiplicacdo, como, as células embriondrias, células da medula dssea e células
precursoras do epitélio intestinal (MENGELING, 1999). Em cultivos celulares in vitro, multiplica-
se principalmente em células renais e testiculares de suinos, com indugdo de efeito citopdtico
(EDWARDS e THORNTON, 1984; MIRANDA et al., 1992; ORAVEERAKUL et al., 1992). Por
apresentar grande estabilidade no ambiente, podendo manter infectividade durante meses, o PPV é
também um importante contaminante em laboratérios e em produtos de origem suina utilizados na
saide humana (SOUCIE et al., 2000). Todavia, em estudo realizado com trabalhadores em contato
direto com suinos, com pessoas sauddveis e imunodeprimidas, o PPV ndo foi capaz de infectar

humanos (WATTANAVIJARN et al., 1985; SOUCIE et al., 2000).

3.3.2 Epidemiologia e patogenia

A infeccdo pelo PPV estd amplamente distribuida na populacido suina de todo o mundo,
tanto doméstica quanto selvagem, sendo raras as granjas livres do virus (MENGELING, 1972;
ROIC et al., 2005; RUIZ-FONS et al., 2006). No Brasil, estudos sorolégicos utilizando HI em
suinos provenientes de granjas comerciais indicam que o virus ja estd estabelecido no Pais hd pelo
menos duas décadas, causando problemas reprodutivos (MARTINS et al., 1984; GOUVEIA et al.,

1984). Outros trabalhos relataram que a soroprevaléncia do PPV em granjas comerciais € superior a
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80% (BERSANO et al., 1993; RODRIGUEZ et al., 2003), demonstrando que o virus circula no
plantel de suinos brasileiro. A introducdo do virus no rebanho pode ocorrer principalmente pela
aquisicdo de reprodutores infectados. A transmissdo pode ser através de contato oronasal com
animais infectados ou a partir de suas secre¢des e excregdes, tendo o sémen, fetos e envoltorios
fetais como importantes fontes de disseminacdo (GRADIL et al., 1990). Acredita-se que o manejo
utilizado, especialmente em relagdo as condi¢des de isolamento dos animais e o nivel de higiene,
possa ser o principal responsdvel pela maior ou menor disseminacgdo viral dentro do plantel.

ApOs a penetracdo, o virus replica-se em tecidos linféides, medula dssea e criptas intestinais.
A viremia ocorre 2-4 dias apds a infecg@o e persiste por 2-3 dias. A infec¢do pode ser cronica, com
replicacdo do virus em células intestinais e excre¢do nas fezes por longos periodos, contribuindo
para a contamina¢do ambiental (MENGELING, 1999). Em fé€meas, apds a viremia, o virus
atravessa a placenta e infecta o concepto, contudo, ainda nio estd claro como o virus consegue
ultrapassar a barreira transplacentdria (LAGER et al., 1992). Fisicamente, devido ao seu tamanho, o
PPV ndo conseguiria ultrapassar esta barreira sem auxilio, embora, observou-se que fetos com
menor desenvolvimento fazem com que suas placentas sofram um alargamento entre as jungdes
celulares, permitindo maior passagem de nutrientes e moléculas. Especula-se que a passagem do
virus da mde para o concepto poderia ser realizada também através de fluidos sanguineos ou
linfaticos, de células, como linfécitos e macréfagos, ou por replicacdo progressiva através dos
tecidos que isolam o concepto (MENGELING et al., 2000; KRAKOWKA et al.; 2000). Embora a
replicacdo viral em macréfagos nunca foi observada, mondcitos periféricos e macréfagos sio
capazes de fagocitar o virus, podendo permanecer com a particula viral por longos periodos
(KRAKOWKA et al.; 2000).

A ampla distribuicdo do agente também levanta a possibilidade de alguns suinos serem
persistentemente infectados e excretarem o virus periodicamente. Além disto, hd a sugestdo da
ocorréncia de animais portadores imunotolerantes, que nascem infectados, mas sem anticorpos. No
entanto estes casos sao raros e ainda nao comprovados (JOHNSON e COLLINGS, 1971).

A resposta imune ao PPV € pouco conhecida em seus detalhes. Em infeccdes experimentais,
foi observado que células mononucleares periféricas proliferam em contato com o PPV e atingem
um platd de resposta apds 90-120 dias. A agdo das células T citotéxicas e demais linfécitos ainda
ndo apresenta resposta significativa neste periodo (LADEKJAER-MIKKELSEN e NIELSEN,
2002). Apds o primeiro contato com o agente, quando ocorrem re-infec¢des, o sistema de resposta

imunoadquirido passa a ter importancia. Entre as células efetivas e importantes para o
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processamento do antigeno estdo células B, macréfagos e, por fim, as células dendriticas que sdo
descritas como as mais eficientes para capturar e processar particulas de PPV. As células T
citotoxicas (CD8") reconhecem estes antigenos processados e realizam parte do controle sobre a
infeccdo viral através da liberagdo de toxinas, impedindo a disseminagdo de células infectadas
(RUEDA et al., 2004).

Com relag@o a imunidade passiva, os leitdes absorvem grande quantidade de anticorpos anti
PPV através do colostro, cujos titulos decaem progressivamente. Em infec¢des pds-natais,
anticorpos anti PPV sdo detectados a partir de sete dias apds a infeccdo, atingindo niveis maximos
em uma a duas semanas apds, podendo persistir por meses ou até anos (JOHNSON et al., 1976;
PAUL et al., 1982). Este periodo de duragdo de anticorpos ndo estd bem determinado e nio se sabe
se eles sdo decorrentes da imunidade passiva, de infec¢do primdria ou de sucessivas infecgdes.

O PPV ¢ capaz de infectar todas as categorias da producdo de suinos, contudo as fémeas
nuliparas, que ndo possuem imunidade para o virus, sdo as que apresentam maior risco de infec¢io
seguida de problemas reprodutivos. Em fémeas pluriparas, com prévio contato ao agente, o efeito
do virus passa a ser reduzido ou nulo (TOO e LOVE, 1986; MENGELING, 1999). As fémeas
nuliparas podem estar protegidas pela presenca de anticorpos maternos até trés a sete meses de
idade, conforme variacdo individual (JOHNSON et al., 1976; PAUL et al., 1982). Desta forma,
enquanto algumas fémeas estdo desprotegidas pela auséncia de anticorpos maternos, outras, que
ainda apresentam anticorpos maternos, podem ficar desprotegidas pela neutralizacdo do antigeno
vacinal ocasionada pelos anticorpos maternos. Em qualquer uma destas situagdes, as fémeas
nuliparas estardo suscetiveis a infeccdo, devido a auséncia de resposta humoral (ORAVAINEN et
al., 2005).

Existe uma grande controvérsia quanto ao titulo de anticorpos para PPV considerado
protetor. Acredita-se que apenas titulos maiores ou iguais a 80 protegem os animais da infeccio
(PAUL et al., 1980). Contudo, outros autores afirmam que titulos menores que 80 ndo protegem
contra a infec¢do, mas podem proteger contra a infeccdo transplacentdria e consequente transtorno
reprodutivo em fémeas vacinadas. Foi demonstrado em animais vacinados desafiados por via oral e
nasal com PPV, que titulos a partir de 10 jia fornecem protecio (MENGELING, 1979). Cabe
salientar que a infec¢do natural produz titulos mais altos do que a vacinagdo. Johnson et al. (1976),
através de infeccdo experimental, observaram que infec¢des com virus de campo originam

imunidade duradoura, com persisténcia de titulos altos (= 1024) de 15 meses até quatro anos.
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As fémeas ndo imunes sdo suscetiveis a infeccdo em qualquer fase da gestacdo e, como
consequéncia desta infeccdo, a transmissdo transplacentdria pode acarretar em morte embriondria ou
fetal, levando ao retorno do estro ou ao nascimento de leitdes mumificados e/ou natimortos
(MENGELING, 1999; ROEHE et al., 2007). Devido a lenta difusdo viral pela placenta, muitas
vezes, somente uma parte da leitegada pode ser afetada. Este evento leva a apresentacdo de fetos em
diferentes estdgios de desenvolvimento, ocasionando leitegadas irregulares, tanto em relagdo ao
desenvolvimento fetal quanto ao niimero de leitdes paridos (JOHNSON, 1971; MENGELING e
CUTLIP, 1976; TOO e LOVE, 1986).

Caso a infec¢do ocorra até os 30 dias de gestacdo, pode haver morte parcial ou total dos
embrides. Os embrides sdo reabsorvidos e observa-se retorno ao estro (regular ou irregular). Se
sobreviverem mais de quatro embrides até o 12° dia de gestagdo, a mesma pode ser mantida, apesar
do tamanho reduzido da leitegada (MENGELING, 1979). Ap6s o 30° dia de gestagdo, hd deposicio
de célcio nos ossos fetais, impedindo a reabsor¢do. Ocorrendo infeccdo entre 30 e 70 dias de
gestacdo, acontece a morte dos fetos, onde os tecidos moles sdo reabsorvidos, mas o tecido dsseo
ndo, levando a mumificacdo e, possivel prolongamento da gestacio (MENGELING et al., 1975;
LENGHAUS et al.,, 1978). Apdés os 65-70 dias de gestacdo, os fetos geralmente tornam-se
imunocompetentes, sendo capazes de responder a infec¢do. Neste caso, o virus é eliminado e
anticorpos especificos podem ser detectados no soro (MENGELING, 1999; ROEHE et al., 2007).
Outra possibilidade para a baixa infectividade do PPV em fetos no ultimo terco da gestagdo seria
uma menor atividade de mitose, resultando em maiores dificuldades para a replicacdo do virus
(MENGELING et al., 2000).

O PPV também estd relacionado com outros virus imunossupressores emergentes na
suinocultura mundial, como o PCV2 e a sindrome reprodutiva e respiratoria suina (PRRS)
(KRAKOWKA et al., 2000; LYOQO, et al., 2001; ELLIS et al., 2004). Em infec¢des concomitantes
com PCV2, o PPV pode atuar de forma sinérgica, aumentado a severidade das lesdes (KENNEDY
et al., 2000; ELLIS et al., 2004; FERNANDES et al., 2006). A emergéncia do PCV2, associado as
propriedades do PPV, pode ter interferido na apresentacdo da infeccdo por PPV, tornando a
parvovirose suina a mais importante virose causadora de problemas reprodutivos em fémeas suinas

no Brasil (FERNANDES et al., 2006).

3.3.3 Manifestagées clinicas e lesoes
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As manifestacdes clinicas observadas sdo dependentes da fase gestacional e categoria de
infeccdo. Na maioria das vezes o Unico indicio da infec¢@o sdo alteragdes reprodutivas, como morte
embriondria seguido de reabsorcdo, fetos mumificados e neonatos fracos, observados
principalmente em nuliparas. Essas manifestacdes podem ser acompanhadas de retorno ao estro,
nascimento de um nimero reduzido de leitdes, fémeas vazias ao parto e atraso na data de paricao.
Devido a difusdo lenta da infec¢do, é comum a presenca de fetos em diferentes estigios de
desenvolvimento, podendo ocorrer fetos mumificados, natimortos € normais na mesma leitegada
(MENGELING et al., 1975; LENGHAUS et al., 1978; MENGELING, 1979).

A ocorréncia de abortamento causada pelo PPV € controversa. Apesar do virus ji ter sido
detectado em fetos abortados, a associac@o direta do PPV, bem como o mecanismo da morte dos
conceptos nao foram determinados (MENGELING, 1999; WOLF et al., 2008). Contudo, Zhang et
al. (2010), confirmaram o envolvimento do PPV em surto de abortamento em javalis confinados,
por sorologia, isolamento, microscopia eletronica, e PCR, entretanto sem identificar os mecanismos
que levam ao abortamento. Em seguida, reinocularam o virus em suinos, levando novamente ao
abortamento em fémeas; entretanto, se o virus interfere na regulacio hormonal da fémea, no
concepto ou em ambos, ainda permanece obscuro.

Ja a infeccdo em machos € assintomdtica e ndo afeta a qualidade do sémen nem a libido
(THACKER et al., 1987). As infeccdes pds-natais usualmente passam despercebidas, podendo
ocasionalmente induzir febre e leucopenia (CUTLIP e MENGELING, 1975). Além destas
manifestacdes, dermatite (KRESSE et al., 1985) e enterite (DEA et al., 1985; DUHAMEL et al.,
1991) também tém sido associadas ao PPV. A tnica evidéncia de replicagdo viral foi encontrada nas
células epiteliais das criptas intestinais, através da microscopia eletronica. Porém, o virus ndo
apresentou afinidade por anticorpos especificos para PPV, sendo sugerido que este parvovirus
poderia ter caracteristicas antigénicas distintas (DEA et al.,, 1985; DUHAMEL et al., 1991). E
importante ressaltar que a maioria destes achados sio eventos isolados, podendo ser apenas achados
acidentais.

Nenhuma lesdo macroscépica € observada na fémea. Entretanto, microscopicamente, pode-
se observar infiltrado inflamatério mononuclear no endométrio e presenca de linfocitos no sistema
nervoso central, medula e cordide ocular. Nos fetos, as lesdes sdo caracteristicas de mumificagdo,
variando com o estdgio evolutivo. Congestdo, edema, hemorragia e necrose podem ser observados,
associados com infiltrado inflamatério mononuclear perivascular, hipertrofia endotelial e,

eventualmente, inclusdes intranucleares (MENGELING, 1999).
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3.3.4 Diagndstico

A parvovirose deve ser sempre lembrada quando forem observados os sinais clinicos citados
anteriormente, com principal énfase a mumificacdo fetal afetando principalmente nuliparas. A
confirmacdo clinica deve ser realizada através de exames laboratoriais.

O diagnéstico de PPV pode ser realizado através de histopatologia, hibridizagio in situ,
imunofluorescéncia e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (WALDVOGEL et al., 1995).
Entretanto, como os tecidos de escolha (pulmdo e rim dos fetos) geralmente encontram-se
autolisados, torna-se importante a utilizagdo de técnicas sorolégicas, como inibicdo da
hemaglutinacio (HI) e Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) (MENGELING, 1999).

Como o PPV ¢é capaz de aglutinar eritrécitos, o uso de HI é eficiente na detec¢do de
anticorpos contra o virus. Além disto, é o teste soroldgico mais utilizado, devido a sua féacil
aplicagdo e baixo custo (MENGELING, 1999). Entretanto, quando utilizado como ferramenta para
avaliacdo do perfil sorolégico do plantel, torna-se uma prova laboriosa. Além disto, ndo existe
padronizacdo dos parametros relacionados a temperatura de incubacdo, espécie e idade do doador
de hemdcias e tratamento prévio da amostra, o que interfere na repetibilidade dos resultados (JOO et
al., 1976). Desta forma, o diagndstico soroldgico da parvovirose suina com o emprego do ELISA
vem sendo utilizado em vérios paises, pois, além de dispensar o tratamento prévio das amostras
pode ser padronizado e automatizado (MADSEN et al., 1997; DAMM et al., 2002; QING et al.,
2006). Contudo, esta técnica ainda ndo € aplicada na rotina diagndstica no Brasil, fato que, se
utilizada, poderia facilitar o diagndstico da doenga e permitir o estabelecimento com maior
agilidade do perfil soroldgico das granjas brasileiras.

Além disto, a partir do uso da vacina em quase todas as granjas, a interpretacio do titulo de
anticorpos passou a ser uma pratica dificil. Estudos que realizaram a verifica¢do sorolégica de PPV
em plantéis passaram a relatar a presenga de imunidade na maioria dos animais (como esperado
apds a vacinacdo), entretanto, também a presenga de titulos altos e muitas vezes heterogéneos
passou a ser observada (ORAVAINEN et al., 2005; 2006). De uma forma geral, a distin¢gdo 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). Entretanto, a impossibilidade de diferenciar anticorpos adquiridos
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passivamente de uma resposta ativa, juntamente com a falta de estandardizacio de métodos
soroldgicos, dificulta este tipo de andlise.

Outros métodos soroldgicos também foram descritos, como a micro-aglutinagdo em tubo
(JOO et al., 1975), imunodifusdo em gel de 4dgar (TOO et al., 1983), imunofluorescéncia (RIVERA
et al., 1986) e a aglutinacdo rdpida em placa (LU et al., 2006). Entretanto nenhuma destas técnicas
conseguiu comprovar a praticidade ou confianca a exemplo do HI e ELISA para o PPV.

O isolamento viral pode ser utilizado para o diagndstico devido ao efeito citopdatico, como
inclusdes intranucleares, nicleo picndtico, irregularidade no contorno, granulacdes, vacuolos
citoplasmadticos, diminuicdo na velocidade de replicacio e consequente morte celular
(CARTWRIGHT e HUCK, 1967; MENGELING, 1972; 1999). O PPV apresenta boa afinidade por
células de testiculo e rim de leitdes ou embrides. Como o cultivo celular primdrio apresenta maior
risco de contaminacdo e proporciona um pequeno nimero replicagdes celulares, as linhagens
celulares, como a ESK, PK15, SK6, ST, STE e SPEV, vem sendo utilizadas com boa sensibilidade
para a replicag@o viral. Entretanto, mesmo em células de linhagem, a técnica ndo é muito eficaz,
pois a infecciosidade do virus é diminuida ou inativada em tecidos fetais, principalmente
mumificados, devido ao avancado estado de autdlise. Além disto, o PPV pode necessitar de
sucessivas passagens até causar efeito citopatico (MIRANDA et al., 1992; ORAVEERAKUL et al.,
1992; MENGELING, 1999).

O avanco nas pesquisas em biologia molecular possibilitou o desenvolvimento de métodos
baseados na deteccdo de sequéncias virais especificas. O primeiro método desenvolvido com esta
tecnologia foi a hibridizacdo de 4cidos nucléicos (ORAVEERAKUL et al., 1990). Esta técnica
possui boa sensibilidade e especificidade, mas, possivelmente, a necessidade do preparo de sondas
especificas foi determinante para a baixa difusdo deste método. Por sua vez, a PCR conseguiu
associar sensibilidade, especificidade e praticidade. Duas técnicas de PCR para PPV estdo descritas,
uma americana e outra brasileira. Interessantemente, as duas técnicas apresentam alvos gendomicos
bem distintos, a americana é projetada para amplificar a regido correspondente as proteinas VP
(MOLITOR et al., 1991), enquanto a brasileira € projetada para a regido NS (SOARES et al., 1999).
Da mesma forma, a técnica também tem sido estabelecida para detec¢do do virus em tecidos de
fetos abortados e natimortos (PESCADOR et al., 2007), em amostras de soro nas diferentes
categorias animais (GAVA et al, 2008; STRECK et al.,, 2011a) e em liquido folicular
(POGRANICHNIY et al., 2008).
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Atualmente, a PCR em tempo real tem sido descrita como uma forma eficiente de
diagndstico para PPV. Além de associar a sensibilidade e especificidade da PCR convencional,
possui como vantagens a capacidade de quantificacdo e leitura automatizada. Vérias técnicas, com
diferentes segmentos alvos e diversos tipos de amostras estdo descritos. O uso de syber green, com
regido alvo VP2 em 6rgdos de fetos foi descrita por Wilhelm et al. (2006) e para NS1 em 6rgaos de
feto e fémeas por Miao et al. (2009). J4 TagMan para VP2 em 6rgios de feto abortado por Chen et
al. (2009) e para regido NS1 por Song et al. (2010).

Somando-se a isto, é imprescindivel realizar o diagnédstico diferencial de outras doengas que
causam problemas reprodutivos, como leptospirose, doenca de Aujeszky, brucelose, toxoplasmose,
peste suina cldssica e sindrome reprodutiva e respiratéria dos suinos (PRRS), além de verificar a

possivel associagdo do PPV com PCV2 e outros virus emergentes.

3.3.5 Controle

Uma vez que ndo existe qualquer referéncia especifica quanto ao tratamento da infeccdo
pelo PPV, as acdes devem concentrar-se em medidas preventivas. Devem ser adotadas medidas de
manejo gerais, a fim de promover um bom estado sanitdrio do rebanho (ROEHE et al., 2007). Todas
as agOes tomadas vao ao encontro de estabelecer uma imunidade sélida no rebanho, com principal
foco as nuliparas, podendo ser utilizada a vacinagdo ou indug¢do “controlada” por “feedback”.

Na infeccdo “controlada”, as leitoas podem entrar em contado direto ou ser colocadas em
instalacdes ocupadas com fémeas mais velhas, ou ainda pode-se ofertar fezes, restos de placenta ou
fetos mumificados antes da cobertura. Este processo deve ser feito com cuidado, pois € de alto risco
sanitdrio, podendo disseminar outras infec¢des no rebanho (MENGELING, 1972; ROEHE et al.,,
2007).

Como a infeccdo é endémica, o controle mais indicado é a vacinacdo. As primeiras vacinas
desenvolvidas, ainda durante a década de 70, foram realizadas com o virus inativado (SUZIKI e
FUJISAKI, 1976; JOO e JOHNSON 1977; MENGELING et al., 1979). Nos anos posteriores, a
cepa NADL-2 passou a ser amplamente utilizada para a elaboracdo da vacina inativada, embora
atualmente o tipo de cepa utilizada pela empresas farmacéuticas é considerado um segredo
comercial e hd poucas informagdes publicadas (BROWN et al., 1987; PYE et al., 1990; ZEEUW et

al., 2007). Ainda assim, as mudancas ocorridas na tecnologia para obten¢ao do antigeno, adjuvantes
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e conservantes nas vacinas inativadas possivelmente sejam as principais modificacdes realizadas
(WRATHALL et al., 1984; MOLITOR et al., 1985; ROIC et al., 2006).

Outras apresentacdes de vacinas tem sido desenvolvidas, como particulas recombinantes
expressas em sistema baculovirus (MARANGA et al., 2002; ANTONIS et al., 2006), recombinante
expressando a proteina VP2, produzida em Lactobacillus casei (YIGANG e YIJING, 2008) e uma
vacina hibrida (PPV e PCV2) (PAN et al., 2008). Apesar da tecnologia empregada nestes estudos, a
vacina inativada continua a ser largamente utilizada devido a sua maior margem de seguranga. No
Brasil, s6 existem comercialmente vacinas inativadas, podendo ser monovalente ou combinada com
antigenos.

Tradicionalmente, a ado¢do de um bom programa de vacinacdo € considerada uma forma
eficaz de controle da parvovirose suina. Recomenda-se a vacinacdo das nuliparas pelo menos 30
dias antes da cobertura, em média aos 170-180 dias de idade, seguida de uma segunda dose 15 dias
apds. Apds, as fémeas devem ser revacinadas em torno de 10 a 15 dias apds o parto. Os machos
devem ser vacinados com a primeira dose cinco a seis semanas antes de entrar para a reprodugdo,
com aplicacdo da segunda dose 15 a 20 dias depois e revacinacdo a cada seis meses
(MENGELING, 1999; ROEHE et al., 2007).

Entretanto, em estudo verificando a atividade de neutralizagao gerada por cepas vacinais, foi
observado que as cepas vacinais ndo conseguiram obter completa capacidade neutralizante frente a
novas cepas circulantes na Europa (ZEEUW et al., 2007). As cepas vacinais do referido estudo sio
utilizadas h4d mais de 30 anos, podendo ndo possuir mais completa atividade protetora contra as
novas variantes antigénicas. Idealmente, deveria ser avaliado o perfil sorolégico do rebanho, com o
objetivo de identificar se as nuliparas estdo sendo imunizadas no periodo correto, e também se

existe necessidade de revacinagio das fémeas mais velhas, evitando gastos desnecessdrios.
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INTRODUGAO

Atualmente, as principais doencas que afetam os rebanhos suinos sao multifatoriais e virais, acarretando
principalmente em reducéo no desempenho e aumento dos custos de produgéo [52,73]. Neste cenario, o surgimento
e dispersao de novos patégenos causadores de falhas reprodutivas fizeram, possivelmente, com que o parvovirus
suino (PVS) ressurgisse como um importante agente infeccioso causador de perdas embrionarias e fetais na
suinocultura.

O PVS é um virus que causa problemas reprodutivos em fémeas suinas, com grande impacto, principal-
mente em nuliparas. Apesar de, usualmente, a infecgao ser subclinica em suinos adultos, sua importancia deve-se
a capacidade de infeccao transplacentaria, levando a morte dos embrices e fetos [25,43,73]. A fim de que se
possam adotar medidas de prevencao e diminuicao do impacto da enfermidade no plantel, as metodologias de
diagnostico sao de grande importancia, sendo a determinagao do perfil sorologico do rebanho essencial. E € justa-
mente neste item, diagnostico associado com epidemiologia, gue tem surgido os mais recentes trabalhos, sendo a
grande maioria relacionada a biologia molecular.

Por outro lado, & comprovado que existem variacoes entre os genomas de amostras de campo de PVS,
inclusive em regioes importantes para o carater antigénico da amostra [78,93]. Contudo, até o presente momento,
nunca foi realizado um estudo mais amplo e comparativo entre amostras de campo e amostras vacinais para
compreender se estas variagoes génicas estdo comprometendo a eficacia das vacinas utilizadas no Brasil. Assim,
o ohjetivo deste trabalho & realizar uma revisao sobre o PVS, enfocando estudos recentes e pesquisas desenvolvi-
das no Brasil sobre o virus.

PARVOVIRUS SUINO

Classificacao e caracterizacao do virus

O PVS foi descrito pela primeira vez em 1967 [8], sendo posteriormente isolado em conceptos suinos em
diversos paises [9,25,44,54]. Ate a presente data, o PVS segue sendo relatado em diversos paises e correlacionado
com problemas reprodutivos [5,17,56,59,70].

A familia Parvoviridae € composta por duas subfamilias (Parvovirinae e Densovirinae). A subfamilia
Parvovirinae é composta por cinco géneros: Parvovirus, Erythrovirus, Dependovirus, Amdovirus e Bocavirus. O
género Parvovirus possui as espéecies parvovirus de camundongos 1, parvovirus de galinha, parvovirus H-1, parvovirus
HB, parvovirus Kilham de ratos, parvovirus Lapine, parvovirus RT, parvovirus suino, virus Lulll, virus da panleucopenia
felina, virus minuto dos camundongos e virus tumoral X [24, 53]. Em suinos, apenas um género de parvovirus é
conhecido, entretanto, técnicas moleculares possibilitaram a identificagcao de novos parvovirus. Ha alguns anos,
durante uma tentativa de identificar um virus da hepatite E, foi identificado, acidentalmente, um novo parvovirus em
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soros de suinos, denominado Porcine parvovirus 2 (PPV2) [21]. Recentemente, em 2007, outro parvovirus foi iden-
tificado em soro de suinos, sendo por sua vez nominado Porcine hokovirus [33]. Estes dois novos parvovirus
apresentam genomas filogeneticamente distantes do parvovirus suino previamente descrito, por isto foram conside-
rados como representantes de outro género dentro da familia Parvoviridae. Até o momento, a identificagao e carac-
terizacao destes virus foram realizadas exclusivamente atraves de seu DNA. Novos estudos envolvendo proprieda-
des bioguimicas, sorolégicas, infecciosas e patogénicas ainda necessitam serem realizados para compreendermos
a natureza destes virus.

Os membros da familia Parvoviridae sao virus pequenos, esféricos, com capsideo icosaédrico e compos-
tos por uma molécula de DNA linear de fita simples. Os parvovirus possuem somente quatro genes, distribuidos em
duas regioes codificantes sobrepostas no genoma de 5 kilobases (Kb). O PVS possui 18 a 26 nm de diametro, &
desprovido de envelope e as particulas virais possuem uma massa de 5,5 a 6,2 x 10¢ daltons [52].

Seu genoma apresenta duas grandes fases abertas de leitura (Open Reading Frames - ORFs), sendo que
a primeira compreende a metade esquerda (5') e codifica para proteinas nao estruturais (non structural- NS), NS-1,
NS-2 e NS-3. A NS-1 esta associada a replicagao do genoma viral e a NS-2 com a formacao do capsideo, controle
da expressao génica e também participa da replicacao do genoma. A proteina NS-3 ainda nao tem fungao conheci-
da, contudo, acredita-se que esta igualmente relacionada a replicacao viral. A segunda ORF esta na metade direita
(3") do genoma e codifica para as trés proteinas do capsideo, (viral protein - VP), VP1, VP2 e VP3. As duas Ultimas
possuem epitopos que induzem a formacao de anticorpos neutralizantes e pequenas diferencas nestas proteinas
podem determinar o tropismo por diferentes tecidos e hospedeiros. Além disto, possuem na superficie estruturas
caracteristicas, como protuberancias, depressoes e cilindros circundados por depressoes, que conferem funcoes
biolégicas, como reconhecimento e ligagao a receptores celulares e caracteristicas imunogénicas [52]. Possivel-
mente, o genoma do PVS ainda apresente mais fungoes e proteinas a serem descobertas.

Até o presente momento, somente um sorotipo de PVS foi identificado, entretanto existem diferencas de
patogenicidade entre isolados de campo [52]. Foram realizados dois estudos avaliando a variabilidade genética de
amostras circulantes de PVS. O primeiro foi realizado com amostras brasileiras, dos estados de Goias, Minas
Gerais, Parana, Santa Catarina e Sao Paulo, e foi evidenciado que as amostras se dividem em dois grupos filogenéticos
distintos, e ainda com subdivisoes internas [78]. O segundo foi realizado com amostras isoladas na Alemanha e,
igualmente, foi identificada a presenca de dois grupos filogenéticos distintos. Conforme os autores, o estudo de-
monstrou que o PVS &€ geneticamente mais variavel do que previamente se pressupunha [93]. A significancia
epidemiologica destas mutacoes e substituictes no PVS foi melhor compreendida em um estudo que seqiienciou e
analisou as diferencas entre a cepa patogénica Kresse e a pouco patogénica NADL-2 [3]. Neste trabalho, foi obser-
vado que as regioes nao codificantes do genoma de ambas as cepas eram praticamente idénticas. A regiao de
proteinas NS apresentou apenas algumas variagoes, embora todas silenciosas. Por sua vez, a regiao das proteinas
VP apresentou maiores variacoes (oito), sendo seis modificagoes que alteravam o aminoacido (A-92!R, 1-215 (378)!T,
D-378 (528)!G, H-383 (533)!Q, 5-436 (586)!P e R-565 (627)!K). Nos estudos acima referidos, a observacao destes
aminoacidos e a predicao de sua importancia para a patogenia do virus haviam sido realizadas in silico.

Recentemente, foi realizado um estudo inoculando cepas de PVS enquadradas em distintos grupos
filogenéticos em fémeas gestantes. Foi observado que amostras do grupo composto por novas cepas da Alemanha
apresentaram maior viruléncia, com uma maior patogenia e disseminacgao entre os fetos [92]. O autor ainda realizou
um estudo com neutralizagao cruzada e observou que as substituicoes dos aminoacidos de superficie (descritos
acima) diminuiram significativamente a afinidade dos anticorpos. Apesar de poucos estudos in vivo realizados até o
momento, & muito provavel que os aminoacidos de superficie desempenhem papel fundamental na viruléncia do
PVS e na sua adaptacao ao hospedeiro.

Ao relacionar as propriedades fisico-quimicas do PVS, foi observado que este possui atividade
hemoaglutinante sobre os eritrécitos e a densidade situa-se entre 1,39 e 1,42 g/cm® em gradiente de cloreto de césio.
Qvirus é estavel em pH entre 3 e 9, e a temperatura de 56°C por 60 minutos [22]. Por outro lado, desinfetantes a base
de formalina, hipoclorito de sodio e agentes oxidantes sao capazes de diminuir a infectividade ou inativar o virus [6].

Uma caracteristica marcante do PVS & a dependéncia de células na fase S do ciclo celular para sua
replicacao. A infeccao por este virus afeta principalmente drgaos que apresentam células com altas taxas de multi-
plicagcao, como, as células embrionarias, células da medula éssea e células precursoras do epitélio intestinal [43].
Em cultivos celulares in vitro, multiplica-se principalmente em células renais e testiculares de suinos, com inducao
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de efeito citopatico [13,49,61]. Por apresentar grande estabilidade no ambiente, podendo manter infectividade duran-
te meses, o PVS é também um importante contaminante em laboratérios e em produtos de origem suina utilizados
na saude humana [80].

Epidemiologia e patogenia

A infeccao pelo PVS esta amplamente distribuida na populagao suina mundial, tanto doméstica quanto
selvagem, sendo raras as granjas livres do virus [15,75,77]. No Brasil, estudos sorologicos utilizando a prova de
inibicao da hemaglutinacao (HI) em suinos provenientes de granjas comerciais indicaram que o virus ja esta estabe-
lecido no Pais ha pelo menos duas décadas, causando problemas reprodutivos [19,40]. Outros trabalhos relataram
que a soroprevaléncia do PVS em granjas comerciais & superior a 80% [4,72], demonstrando que o virus circula no
plantel de suinos brasileiro.

A introducdo do virus no rebanho pode ocorrer principalmente pela aquisicao de reprodutores infectados. A
transmissao pode ser através de contato oronasal com animais infectados ou a partir de suas secregoes e excregoes,
tendo o sémen, fetos e envoltdrios fetais como importantes fontes de disseminacgao [20]. Em trabalhos com inoculagao
experimental do PVS em machos reprodutores, foi possivel o isclamento viral a partir do testiculo e de linfonodos
escrotais, comprovando a susceptibilidade e conseqiiente transmissao do virus pelo sémen [37]. Ressalta-se que
ainda faltam estudos que utilizem técnicas mais sensiveis para quantificar a incidéncia de PVS em machos e
estabelecer sua importancia.

Apos a penetragao, o virus replica-se em tecidos linfoides, medula dssea e criptas intestinais. A viremia
ocorre 2-4 dias apos a infeccao e persiste por 2-3 dias. A infeccao pode ser cronica, com replicagao do virus em
células intestinais e excrecao nas fezes por longos periodos, contribuindo para a contaminacao ambiental [43].

A ampla distribuicao do PVS também levanta a possibilidade de alguns suinos serem persistentemente
infectados e excretarem o virus periodicamente. Além disto, ha a sugestao da ocorréncia de animais portadores
imunotolerantes, que nascem infectados, mas sem anticorpos. No entanto estes casos sao raros e ainda nao
comprovados [25]. Acredita-se que o manejo utilizado, especialmente as condicoes de isolamento dos animais e o
nivel de higiene, possa ser o principal responsavel pela maior ou menor disseminacao viral no plantel.

A resposta imune ao PVS é pouco conhecida em seus detalhes. Em infecgoes experimentais, foi obser-
vado que células mononucleares periféricas proliferam em contato com o PVS e atingem um platd de resposta apos
90-120 dias. A agao das células T citotdxicas e demais linfécitos ainda néo apresenta resposta significativa neste
periodo [32]. Apos o primeiro contato com o agente, quando ocorrem re-infecgGes, o sistema de resposta imunoadquirido
passa a ter importancia [32]. Este sistema de resposta € estimulado por fragmentos antigénicos que se ligam a
receptores especificos nos linfécitos T. Para que ocorra esta ligagao, a célula infectada deve processar o antigeno e
apresenta-lo através de MHC de classe | [55]. Entre as células efetivas e importantes para o processamento do
antigeno estao células B, macréfagos e, por fim, as células dendriticas que sao descritas como as mais eficientes
para capturar e processar particulas de PVS [76]. As células T citotdxicas (CD8) reconhecem estes antigenos
processados e realizam parte do controle sobre a infeccao viral através da liberacéo de toxinas [76], impedindo a
disseminacao de células infectadas. Ressalta-se que a imunologia celular € uma area que ganhou importancia nos
ultimos anos com o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis e, provavelmente, podera evoluir na compreensao
da relagao entre a parvovirose suina e o sistema imune do hospedeiro.

Com relagao a imunidade passiva, os leitdes absorvem grande quantidade de anticorpos anti PVS através
do colostro, cujos titulos decaem progressivamente. Em infecgdes pos-natais, anticorpos anti PVS sao detectados
a partir de sete dias apos a infeccao, atingindo niveis maximos em uma a duas semanas apos, podendo persistir por
meses ou até anos [26,64]. Este periodo de duracao de anticorpos nao esta bem determinado e nao se sabe se eles
sao decorrentes da imunidade passiva, de infeccao primaria ou de sucessivas infecgoes. Estudos envolvendo o
perfil sorologico de suinos, do nascimento até a idade reprodutiva, bem como correlagao com anticorpos da mae
(colostro e sangue) estao sendo desenvolvidos [D. Gava, resultados nao publicados].

Existe uma grande controvérsia quanto ao titulo de anticorpos anti PVS considerado protetor. Acredita-se
que apenas titulos maiores ou iguais a 80 ou 160 protegem os animais da infeccao [65]. Contudo, outros autores
afirmam que titulos menores que 80 nao protegem contra a infeccao, mas podem proteger contra a infecgao
transplacentaria e conseqiente transtomo reprodutivo em fémeas vacinadas. Foi demonstrado que em animais
vacinados desafiados por via oral e nasal com PVS, titulos a partir de 10 ja fornecem protecao [46]. Cabe salientar
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que ainfeccao natural produz titulos mais altos do que a vacinagao.

O PVS é capaz de infectar todas as categorias da producao de suinos, contudo as fémeas nuliparas, que
nac possuem imunidade para o virus, sao as que apresentam maior risco de infeccao seguida de problemas
reprodutivos. Em fémeas pluriparas, com prévio contato ao agente, o efeito do virus passa a ser reduzido ou nulo
[43,83]. Em um estudo realizado em 323 amostras de soro de leitoes saudaveis e refugos, foi evidenciado através da
reagao em cadeia da polimerase (nested-PCR) a prevaléncia de 15,7% e 18,2% de animais positivos respectivamen-
te, nao sendo encontrada diferenca entre os grupos [A.F. Streck, resultados nao publicados]. No mesmo estudo, 129
amostras de soro de fémeas de diferentes ordens de parto (OP) também foram avaliadas por nested-PCR e HI.
Neste, em 17,8% das amostras foi detectado o DNA viral, sendo que a OP1 teve maior nimero de fémeas positivas
que a OP2. O numero de fémeas positivas aumentou da OP2 até OP4, e entao tornou a diminuir. O teste de HlI
mostrou 84,7% de fémeas positivas, 7,3% suspeitas e 8,1% negativas. De uma forma geral, este estudo determinou
que o virus circula nos rebanhos brasileiros entre 15 e 18% nas diferentes categorias animais [A.F. Streck, resulta-
dos nao publicados].

As fémeas nuliparas podem estar protegidas pela presenca de anticorpos maternos até trés a sete meses
de idade, conforme variagac individual [26,64]. Desta forma, enquanto algumas fémeas estao desprotegidas pela
auséncia de anticorpos maternos, outras, que ainda apresentam anticorpos maternos, podem ficar desprotegidas
pelaneutralizagao do antigeno vacinal ocasionada pelos anticorpos maternos. Em qualquer uma destas situacoes,
as fémeas nuliparas estarao suscetiveis a infecgao, devido a auséncia de resposta humoral [59]. Outros estudos
estao sendo realizados com o objetivo de identificar o real perfil sorolégico de nuliparas antes da primeira vacinagao,
e também de estabeler a soroconversao pos vacinagao nesta categoria [D. Gava, resultados naoc publicados].

As fémeas nao imunes sao suscetiveis a infeccao em qualguer fase da gestacao e, como conseqiiéncia
desta infecgao, a transmissao transplacentaria pode acarretar em morte embrionaria ou fetal, levando ao retorno do
estro ou ao nascimento de leitoes mumificados e/ou natimortos [43,73]. Devido a lenta difusao viral pela placenta,
muitas vezes, somente uma parte da leitegada pode ser afetada. Este evento leva a apresentacao de fetos em
diferentes estagios de desenvolvimento, ocasionando leitegadas irregulares, tanto em relacao ac desenvolvimento
fetal quanto ao numero de leitdes paridos [25,42,83].

Caso a infecgao ocorra até os 30 dias de gestacao, pode ocorrer morte parcial ou total dos embrices. Os
embridoes sao reabsorvidos e ocorre retorno ao estro (regular ou irregular). Se sobreviverem mais de quatro embrices
até o 12° dia de gestacao, amesma pode ser mantida, apesar do tamanho reduzido da leitegada [45]. Apds 0 302 dia
de gestagao, ocorre deposicao de célcio nos ossos fetais, impedindo a reabsorgao. Ocorrendo infecgao entre 30 e 70
dias de gestacdo, ocorre a morte dos fetos, onde os tecidos moles sao reabsorvidos, mas o tecido 6sseo nao,
levando a mumificacao e, no caso de morte de todos os fetos, possivel prolongamento da gestacao [34,47]. Apds os
65-70 dias de gestacao, os fetos geralmente tornam-se imunocompetentes, sendo capazes de responder a infecgao.
Neste caso, o virus & eliminado e anticorpos especificos podem ser detectados no soro [43,73]. Outra possibilidade
para a baixa infectividade do PVS em fetos no ultimo terco da gestagao seria uma menor atividade de mitose,
resultando em maiores dificuldades para a replicacao do virus [48].

Ainda nao esta claro como o virus consegue ultrapassar a barreira transplacentaria [87]. As células que
formam as camadas placentarias estao intimamente ligadas por juncoes que nao permitem a passagem de peque-
nas moléculas, como por exemplo, os anticorpos [87]. Acredita-se que a passagem do virus da mae para o feto
poderia ser realizada através de fluidos sanguineos ou linfaticos, células, como linfécitos e macrofagos, ou por
replicagao progressiva através dos tecidos que isolam o feto [48]. Fisicamente, devido ao seu tamanho, o PVS nao
conseguiria ultrapassar esta barreira sem auxilio, embora, recentemente, observou-se que fetos com menor desen-
volvimento fazem com que suas placentas sofram um alargamento entre as juncoes celulares, permitindo maior
passagem de nutrientes e moléculas [85]. Foi observado que linfocitos fetais podem estar presentes na circulagao
da mae. Possivelmente, a passagem das células do sistema imune seja utilizada pelo virus para atingir o feto.
Embora a replicacao viral em macrofagos nunca foi observada, trabalhos relatam que mondcitos periféricos e
macrofagos fagocitam o virus, podendo permanecer com a particula viral por longos periodos [66].

Examinando a distribuicao do PVS em diferentes tecidos fetais, o virus foi encontrado no intestino, cora-
cao, figado, pulmao, rim, baco, timo, génadas e cérebro [62,87]. Foi cbservado que as cepas de PVS mais virulentas
apresentam maior concentracao e distribuicao mais ampla entre os tecidos, porém sem maiores predilecoes defini-
das por determinados tecidos [87]. Por outro lado, em trabalho recente realizado no Brasil, foi observada, através de
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PCR, uma maior incidéncia de PVS no pulmao e coracao de fetos mumificados [89]. Acredita-se que a morte do
embriao ou feto ocorre devido a replicagao viral nos tecidos do concepto [48], embora maiores detalhes sobre a
patogenia viral ainda nao foram esclarecidos.

O PVS tambeém esta relacionado com outros virus imunodepressores emergentes na suinocultura mundi-
al, como o PCV2 e a sindrome reprodutiva e respiratéria suina (PRRS) [14,38]. Em infeccoes concomitantes com
PCV2, o PVS pode atuar de forma sinérgica, aumentado a severidade das lesoes [14,30]. A emergéncia do PCV2,
associado as propriedades do PVS, pode ter interferido na apresentacao da infecgao por PVS, tornaram a parvovirose
suina a mais importante virose causadora de problemas reprodutivos em fémeas suinas no Brasil [186].

Manifestacoes clinicas e lesdes

As manifestacoes clinicas observadas sao dependentes da fase gestacional e categoria de infeccao. Na
maioria das vezes o Unico indicio da infecgao sao alteragbes reprodutivas, como morte embrionaria seguido de
reabsorgao, abortamentos (questionavel), fetos mumificados e neonatos fracos, observados principalmente em
nuliparas. Essas manifestagoes podem seracompanhadas de retorno ao estro, nascimento de um nimero reduzido
de leitces, fémeas vazias ao parto e atraso na data de paricao. Devido a difusao lenta da infecgao, é comum a
presenca de fetos em diferentes estagios de desenvolvimento, podendo ocorrer fetos mumificados, natimortos e
normais na mesma leitegada [34,45,47].

A infeccao em machos € assintomatica e nao afeta a qualidade do sémen nem a libido [82]. As infecgoes
pds-natais usualmente passam despercebidas, podendo ocasionalmente induzir febre e leucopenia [10]. Além des-
tas manifestacoes, dermatite [31] e enterite [11,12] também tém sido associadas ao PVS. A Unica evidéncia de
replicacao viral foi encontrada nas células epiteliais das criptas intestinais, através da microscopia eletrénica. Neste
trabalho, o virus nao apresentou afinidade por anticorpos especificos para PVS, sendo sugerido que este parvovirus
poderia ter caracteristicas antigénicas distintas [12]. E importante ressaltar que a maioria destes achados séo
eventos isolados, podendo ser apenas achados acidentais.

Nenhuma lesao macroscopica € observada na fémea. Entretanto, microscopicamente, pode-se cbservar
infiltrado inflamatério mononuclear no endométrio e presenca de linfocitos no sistema nervoso central, medula e
corodide ocular. Nos fetos, as lesdes sao caracteristicas de mumificagao, variando com o estagio evolutivo. Conges-
tao, edema, hemorragia e necrose podem ser observados, associados com infiltrado inflamatério mononuclear
perivascular, hipertrofia endotelial e, eventualmente, inclusoes intranucleares [44].

Diagnéstico
A parvovirose deve ser sempre lembrada quando forem observados os sinais clinicos citados anterior-

mente, com principal énfase a mumificagao fetal afetando principalmente nuliparas. A confirmagao clinica deve ser
realizada através de exames laboratoriais.

O diagnostico de PVS pode ser realizado através de histopatologia, hibridizacao in situ, imunofluorescéncia
e PCR [86]. Entretanto, como os tecidos de escolha (pulmao e rim dos fetos) geralmente encontram-se autolisados,
torna-se importante a utilizacao de técnicas sorolégicas, como Hl e Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
[43].

Como o PVS é capaz de aglutinar eritrocitos, o uso de Hl € eficiente na deteccao de anticorpos contra o
virus. Além disto, € o teste sorologico de referéncia, além de ser de facil aplicagéo e baixo custo [43]. Entretanto,
quando utilizado como ferramenta para avaliacao do perfil sorologico do plantel, torna-se uma prova laboriosa. Além
disto, nao existe padronizacao dos parametros relacionados a temperatura de incubacao, espécie e idade do doador
de hemacias e tratamento prévio da amostra, o que interfere na repetibilidade dos resultados [35]. Desta forma, o
diagnéstico sorologico com o emprego do ELISA vem sendo utilizado em varios paises, pois, além de dispensar o
tratamento prévio das amostras pode ser padronizado e automatizado [22,69]. Contudo, esta técnica ainda nao é
aplicada na rotina diagnoéstica no Brasil, fato que, se utilizada, poderia facilitar o diagndstico da doenca e permitir o
estabelecimento com maior agilidade do perfil soroldgico das granjas brasileiras.

No Brasil, ja foram realizados levantamentos sorologicos utilizando Hl, em criagdes comerciais antes do
uso comum da vacina [19] e apds seu uso [2,35] e em criagoes rusticas para fins de subsisténcia [72], contudo
todas antes da presencga do PCV2. Em todos os trabalhos, foram obtidas elevadas porcentagens de animais com
titulos heterogéneos anti-PVS. Assim como em relatos de outros paises, a maioria destes estudos sorologicos nao

s109

41



Gava D. et al. 2009. Atualizacao sobre a parvovirose na suinocultura.
Acta Scientiae Veterinariae. 37 (Supl 1): s105-5115.

apresenta outros parametros reprodutivos, tornando uma avaliacao sobre a vacina ou cepas de campo circulantes
dificil de ser realizada.

A partir do uso da vacina em quase todas as granjas, a interpretacgao do titulo de anticorpos passou a ser
uma pratica dificil. Estudos que realizaram a verificagao soroldgica de PVS em plantéis passaram a relatar a presen-
ca de imunidade na maioria dos animais (como esperado apos a vacinacao), entretanto, também a presenca de
titulos altos e muitas vezes heterogéneos passou a ser observada [58,59]. De uma forma geral, a distincao entre
titulos vacinais e oriundos de desafios de campo poderia ser realizada através do nivel de anticorpos, por que a
estimulagao humoral realizada pelas vacinas geralmente nao excede titulos de 512 [58]. Entretanto, a impossibilida-
de de diferenciar anticorpos adquiridos passivamente de uma resposta ativa, juntamente com a falta de estandardizagao
de métodos sorologicos, dificulta este tipo de analise.

O isolamento viral pode ser utilizado para o diagnostico devido ao efeito citopatico, como inclusoces
intranucleares, nucleo picnético, irregularidade no contorno, granulagoes, vacuolos citoplasmaticos, diminuicao na
velocidade de replicacao e conseqlente morte celular [8,44,49]. O PVS apresenta boa afinidade por células de
testiculo e rim de leitdes ou embrides. Como o cultivo celular primario apresenta maior risco de contaminacgéo e
proporciona um pequeno numero replicagcoes celulares, as linhagens celulares, como a ESK, PK15, SK6, ST, STE
e SPEV, vém sendo utilizadas com boa sensibilidade para a replicagao viral [45, 50, 96]. Entretanto, mesmo em
células de linhagem, a técnica nao & muito eficaz, pois a infecciosidade do virus & diminuida ou inativada em tecidos
fetais, principalmente mumificados, devido ao avangado estado de autdlise [73]. Além disto, o PVS pode necessitar
de sucessivas passagens até causar efeito citopatico.

QOutros métodos soroldgicos também foram descritos, como a micro-aglutinagao em tubo [28], imunodifusao
em gel de agar [84], imunofluorescéncia [71] e a aglutinacao rapida em placa [36]. Entretantc nenhuma destas
técnicas conseguiu comprovar a praticidade ou confianca a exemplo do Hl e ELISA para o PVS.

O avanco nas pesquisas em biologia molecular possibilitou o desenvolvimento de métodos baseados na
deteccao de seqliéncias virais especificas. O primeiro método desenvolvido com esta tecnologia foi a hibridizacao
de acidos nucléicos [60]. Esta técnica possui boa sensibilidade e especificidade, mas, possivelmente, a necessida-
de do preparo de sondas especificas foi determinante para a baixa difusao deste método. Por sua vez, a PCR
conseguiu associar sensibilidade, especificidade e praticidade. Duas técnicas de PCR para PVS estao descritas,
uma americana e outra brasileira. Interessantemente, as duas técnicas apresentam alvos genémicos bem distintos,
a americana é projetada para amplificar a regiao correspondente as proteinas VP [51], enquanto a brasileira &
projetada para a regiao NS [80]. Da mesma forma, a técnica também tém sido estabelecida para detecgao do virus
em tecidos de fetos abortados e natimortos [53,67,89] e em amostras de soro nas diferentes categorias animais
[A.F. Streck, resultados nao publicados]. Estes trabalhos relatam presenca de positividade extremamente variada
neste material, variando entre 5% a 95% conforme o trabalho. Apesar de utilizarem técnicas sensiveis como a PCR
ou a nested-PCR, uma reagao de autdlise nos tecidos fetais poderia degradar as particulas virais, mascarando os
resultados.

Atualmente, a PCR em tempo real tém sido descrita como uma forma eficiente de diagndstico para PVS.
Além de associar a sensibilidade e especificidade da PCR convencional, possui como vantagens a capacidade de
quantificacao e leitura automatizada [41,88]. Todavia, o custo elevado do equipamento e a dificuldade de estabeleci-
mento de um banco de amostras padrao estao retardando sua difusao na rotina dos laboratérios de diagnosticos
brasileiros.

Ainda como perspectiva, a técnica de micro-array pode vir a ser utilizada para o diagnostico para PVS. A
suavantagem é a possibilidade de detecgao simultidnea de milhares de doencas, em um curto espaco de tempo. Até
o momento, os relatos existentes na literatura sobre esta técnica estao focados principalmente no proteoma humano,
sendo escassos os trabalhos para a deteccao de patégenos de interesse veterinario [24,57].

Somando-se a isto, & imprescindivel realizar o diagnodstico diferencial de outras doencas que causam
problemas reprodutivos, como leptospirose, doenca de Aujeszky, brucelose, PRRS, além de verificar a possivel
associagao do PVS com PCV2. Em um estudo, no qual foram analisados diversos orgaos (pulmao, baco, figado,
linfonodo e rim) de suinos refugos por PCR, revelou 97% de animais positivos para PCV2 e 79% positivos para PVS.
Todos os animais positivos para PVS foram positivos para PCV2, e os 6rgaos com maior niumero de positividade
foram linfonodo e bago para ambos os virus [18]. Em outro trabalho [D. Gava, resultados nao publicados], 129
amostras de soro de leitdoes pertencentes a diferentes niveis sanitarios (A: Saudavel com baixo desafio para PCV2;
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B: Saudavel com alto desafio para PCV2 e C: Refugo e doente, com alto desafio para PCV2), foram avaliadas. Os
resultados determinaram: Grupo A: 25,6% e 0%; Grupo B: 11,6% e 2,3%; Grupo C: 16,3% e 0%, positivos para PVS
e para PCV2 respectivamente. Ao avaliarem estas mesmas amostras pela técnica de imunocitoguimica para PCV2,
todos os grupos apresentaram animais positivos com titulos que variaram de 1:80 ate 1:1280. Por sua vez, Pescador
et al.[67] estudaram retrospectivamente (2005-2007) a associacao de casos de abortos e natimortos com infeccoes
por PCV2 e PVS. Entre as 121 amostras, 5,78% tinham lesoes compativeis com origem viral e foram positivos pelas
técnicas de imunoistoquimica e PCR para PCV2. Além disso, 2,47% também foram confirmados comao co-infectados
com PVS através da PCR. Antigenos de PCV2 foram observados principalmente em macrogafos e no interior de
miodcitos dos fetos suinos abortados e natimortos. PCV2 e PVS foram detectados em amostras em diferentes
estagios de gestacao.

Controle

Uma vez que nao existe qualquer referéncia especifica quanto ao tratamento da infeccao pelo PVS, as
acoes devem concentrar-se em medidas preventivas. Devem ser adotadas medidas de manejo gerais, a fim de
promover um bom estado sanitario do rebanho [73]. Todas as agoes tomadas vao ao encontro de estabelecer uma
imunidade solida no rebanho, com principal foco as nuliparas.

Como ainfecgac € endémica, o controle deve ser baseado na vacinagao. As primeiras vacinas desenvol-
vidas, ainda durante a década de 70, foram elaboradas com o virus inativado [27,45,81]. Nos anos posteriores, a
cepa NADL-2 passou a ser amplamente utilizada para a elaboragao da vacina inativada, embora atualmente o tipo de
cepa utilizada pela empresas farmacéuticas é considerado um segredo comercial e ha poucas informagoes publicadas
[7,68,92]. Ainda assim, as mudancas ocorridas na tecnologia para obtencao do antigeno, adjuvantes e conservantes
nas vacinas inativadas possivelmente sejam as principais modificagoes realizadas [50,74,90].

Outras apresentacoes de vacinas tém sido desenvolvidas, como particulas recombinantes expressas em
sistema baculovirus [1,39], recombinante expressando a proteina VP2, produzida em Lactobacillus casei[91] e uma
vacina hibrida (PVS e PCV2), utilizando sistema virus-like particles (VLP) [63]. Apesar da tecnologia empregada
nestes estudos, a vacina inativada continua a ser largamente utilizada devido a sua maior margem de seguranca. No
Brasil, sé existem comercialmente vacinas inativadas, podendo ser monovalente ou combinada com antigenos de
outros virus e bactérias.

Tradicionalmente, a adogao de um bom programa de vacinagao € considerada uma forma eficaz de contro-
le da parvovirose suina [43,73]. Entretanto, em estudo verificando a atividade de neutralizagao gerada por cepas
vacinais, foi observado que as cepas vacinais nao conseguiram obter completa capacidade neutralizante frente a
novas cepas circulantes na Europa [92]. As cepas vacinais do referido estudo sao utilizadas ha mais de 30 anos na
Europa, podendo nao possuir mais completa atividade protetora contra as novas variantes antigénicas. Em outro
estudo, cinco novas seqiiéncias de cepas brasileiras foram comparadas e analisadas filogeneticamente com todas
as seqgiéncias de PVS, porcao VP1/VP2 do genoma, dispostas no GenBank [A.F. Streck, resultados nao publica-
dos]. Foi evidenciada que duas amostras do Brasil apresentam o aminoacido Thr no sitio 586, relacionado a virulén-
cia. A andlise filogenética revelou a existéncia de apenas um grupamento consistente, composto por oito amostras
chinesas. A analise por relogio molecular demonstrou que as mais recentes variagoes nos PVS ocorreram nos
ultimos trés séculos e indicaram possivelmente que estas variacoes ja existiam antes do advento da vacinacao
comercial para a parvovirose.

Idealmente, deveria ser avaliado o peffil sorologico do rebanho, com o objetivo de identificar se as nuliparas
estao sendo imunizadas no periodo correto, e também se existe necessidade de revacinacao das fémeas mais
velhas, evitando gastos desnecessarios.
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Abstract

This study was conducted to determine the antibody response for porcine parvovirus (PPV)
of 127 gilts in field conditions after vaccination, the transfer of passive immunity and to estimate
the decay of acquired colostral antibodies to PPV in the littermate. Gilts were bled at: (A) before the
first vaccination to PPV, (B) after the second dose; (C) at farrowing and (D) during the second
pregnancy. Colostrum (E) was also collected at farrowing time. Three piglets of each gilt were
selected and blood samples were collected: prior to initial colostrum intake, 7, 21, 57, 87 and 128
day-old, in order to verify the decrease of passive immunity and estimate the half-life of PPV
antibodies. The number of mummified fetus, stillbirths, born alive and total born were analyzed.
The PPV antibodies were tested both with haemagglutination inhibition (HI) and enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) in order to study the agreement between these methods. The
possible association between gilts and piglets antibody titers in serum and colostrum with
reproductive data was also investigated. Most gilts (85.83%) had antibodies to PPV before
vaccination, but after vaccine, all gilts seroconverted. At 7 day-old most part of piglets had PPV
antibodies and around 57 days-old only 35.29% of piglets were positive, reaching the PPV
antibodies nullity at 87 days-old. The estimated average half-life of acquired colostral antibodies
was 29.80 days. The correlation between piglets serum with gilt serum at farrowing time was
r=0.77 (P<0.001) and with colostrum the r value was 0.72 (P<0.001). The agreement between
ELISA and HI tests was moderate to strong (R’= 0.67 and Spearman’s p= 0.89). The only

difference between first and second parturition was observed on mummified fetuses (P<0.001).
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Introduction

Porcine parvovirus (PPV) is a DNA virus, member of the genus Parvovirus, family
Parvoviridae and is widespread among swine throughout the world (RANZ et al., 1989; HORWITZ,
1996). The virus infection apparently produces no clinical disease in the dam. However, infection of
pregnant gilts and sows with PPV causes reproductive failure characterized by embryonic and fetal
death, mummification, stillbirths, and delayed return to oestrus (MENGELING et al., 1975;
LENGHAUS et al., 1978; MENGELING, 1999). More recently, PPV has gained importance as an
agent able to enhance the effects of porcine circovirus type 2 (PCV2) infection during the clinical
course of postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) (KRAKOWKA et al., 2000;
ELLIS et al., 2004), a disease of significant economic importance worldwide (SEGALES et al.,
2005). Because of its association with the clinical and pathological conditions above, PPV is
recognized as an important economic cause of reproductive failure.

Clinical diagnosis of PPV infection is difficult because the main signs of disease are similar
to those of other diseases. Due to that, laboratory confirmation is required for suspected cases
(MENGELING, 1999). Detection of PPV has been based on virus isolation (CARTWRIGHT &
HUCK, 1967; MENGELING, 1972, ORAVEERAKUL et al., 1992), latex agglutination (LU et al.,
2006), hemagglutination inhibition (HI) (JOO et al., 1976), enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (MADSEN et al., 1997; DAMM et al., 2002; QING et al., 2006), polymerase chain
reaction (PCR) (MOLITOR et al., 1991; SOARES et al., 1999) and Real Time PCR (WILHELM et
al., 2006; CHEN et al., 2009; SONG et al., 2010). Various serological tests are available for the
detection of antibodies to the virus, but HI technique is the gold standard. Despite the HI test being
a relatively inexpensive serologic assay, the labor intensiveness of the test is a major obstacle to its
use on a large scale (MENGELING et al,, 1999). Recently, a commercial ELISA has been
developed for detecting antibody to PPV, and an agreement between these two tests is therefore of
great interest.

To prevent the losses caused by PPV infection, the basic requirement is that all pigs
intended for breeding should have immunity to the virus before they reach mating age
(WRATHALL et al., 1984). Vaccination is an effective way of preventing reproductive losses in
gilts (WRATHALL et al., 1984, PAUL & MENGELING, 1986; SORENSEN et al., 1988) and is a
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cost effective decision to vaccinate all females in a herd (PARKE & BURGESS, 1993). Otherwise,
since there is no transmission of maternal antibodies across the placental barrier, newborn pigs are
devoid of antibodies (SALMON, 1984; SALMON et al., 2009). Piglets are dependent on the uptake
of colostral maternal antibodies and acquire high levels of circulating antibodies by ingesting
immunoglobulin, mainly IgG, during the first 24-36 hours of life (BROWN et al., 1961; BUTLER
et al., 1981). These passively acquired antibodies protect pigs against many diseases during the
early part of their lives. Since passively acquired antibodies have been shown to interfere with the
development of active immunity following vaccination, the duration of passive immunity to PPV
must be known to determine the optimal age of pigs for successful vaccination.

It is interesting that, although many studies have been done with PPV, little information is
available about the effect of PPV vaccination and residual amounts of passive antibodies. Added to
this, no data is available regarding the porcine parvovirus virus antibody titers in serum and
colostrum from vaccinated sows, and duration of passive immunity in their suckling pigs after the
emergence of PCV2. The aim of this study is to elucidate the association between dam (serum and
colostrum) and piglets PPV antibodies, and to estimate the rate of decay of acquired colostral

antibodies to PPV in pigs using a commercial ELISA test in comparison to HI test.

Materials and Methods

Experimental Design and Sampling

A hundred and twenty-seven gilts were randomly selected from a higher health status herd in
south Brazil, and blood samples were collected at four different moments: (A) before the first
vaccination to PPV, at the age of 170 days; (B) fifteen days after the second dose; (C) at farrowing;
(D) during the second pregnancy. Colostrum (E) was collected from a pool of cranial, medial and
caudal teats at farrowing time. Three piglets of each gilt were selected and blood samples were
collected six times, at the following ages: (i) prior to initial colostrum intake; (ii) at seven day-old;
(iii) at 21 day-old, before the weaning; (iv) at 57 day-old; (v) at 87 day-old; (vi) at 128 day-old.

The number of mummified fetus, stillbirths, born alive and total born were analyzed for first
and second partutition. A tissue sample of brain, lung, heart, thymus, liver, spleen, lymph node,
kidney, intestine and muscle from all mummified and stillbirths were collected to analyze by
histopathology. Heart and muscle samples were tested by immunohistochemistry (IHQ) to PCV2

and kidneys were tested by immunoflorescence (IF) to Leptospira sp.
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Laboratory analyses

The serum, separated after centrifugation, was maintained at -20°C until analysis. The same
procedure was done with colostrum to remove the colostrum’s fat. Antibodies to PPV were
measured in all samples using an indirect ELISA (Ingezim PPV 1.1.PPV.K.1°, Ingenasa, Espanha).
The S/P rate was calculated and the cut-off values of ELISA test were given by the manufacturer:
<0.300 negative and >0.300 positive.

The ELISA test was compared with HI test, using a set of serum samples from animals with
known status of parvovirus antibodies profile. A hundred eighty samples were selected, 80 positive
and 80 negative, based on ELISA results, including different optical densities (OD), according to
the age and vaccination. A previous positive and a negative sample were included, and all samples
were tested by HI (JOO et al., 1976). The samples were considered negative on HI test when the
titers were <32, undefined =64 and positive >128.

Gilts and piglets serum samples (A and i) that were ELISA positive, were submitted to a

nested-PCR (SOARES et al., 1999) and real time PCR for PPV detection (SONG, 2010).

Statistical analysis

Frequency distribution for reproductive data was obtained with the FREQ procedure. The
statistical analysis of gilts and piglets ELISA results was performed by CORR procedure. The
ELISA test results and mummified fetus, stillbirths and born alive from first and second parturition
were analyzed by GLM procedure and means were compared using Tukey test, with 5% of
significance level (SAS, 2005).

To determine the cut-off of ELISA and HI test, maximizing the sensibility (SE) and
specificity (SP) values, the ROC curve (Receiver Operating Characteristic) with 95% of confidence
interval was calculated. A regression curve was fitted using the equation y= a + bx, where y= 0D e
x= HI natural logarithm (In), in order to verify the correlation between the two tests. This
correlation was also calculated using the correlation coefficient (p) of Spearman Rank, with 95% of
confidence interval.

Based on ELISA results, a linear regression curve was fitted to the natural logarithm (In) of
the OD. Antibodies half-life was estimated using the equation: h= -(In2)/b, were h is the antibody
half-life and b is the slope of the regression line, using a 95% of confidence interval (BRYAN et al.,
1990).
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Results

ELISA and HI results and correlation

The percentage of positive and negative samples from gilts and piglets at ELISA test are
shown on Table 1. Only 14.17% of gilts were negative before the first vaccination, but these
females seroconverted after second vaccination, where all gilts became positive before breeding. At
farrowing time, despite a few gilts showed low levels of PPV antibodies, all of them were able to
transfer the antibodies to the littermate by the colostrum ingestion. On the second pregnancy, after a
third PPV dose, a great number of females had antibodies against PPV. However, there was a
significant difference between antibodies titers on the first and second pregnancy (P<0.05).

Almost all piglets were negative before suckling as expected. Seven days after the most part
of them serum converted and the immunity level remained high until the weaning. After this, the
passive immunity started to decay and around 57 day-old only 35.29% of piglets showed antibodies
and at 87 day-old, none piglet had PPV antibodies (Figure 1).

The correlation between piglets serum at 7 day-old (ii) and at 21 day-old (iii) with gilt serum
at farrowing time (C) was r=0.77 and r=0.73, respectively (P<0.001). Analyzing this correlation
with colostrum (E) the r value was 0.72 (ii) and 0.64 (iii) (P<0.001). Even high, PPV antibody in
gilt serum (1.27 £ 0.47) is lower than that of colostrum (1.60 + 0.37).

There was a general agreement between ELISA and HI. The ROC curve had the cut-off on
OD at 0.340, resulting in a 93.8% of SE and 98.5% of SP (R*= 0.67). The Spearman’s correlation
coefficient (p) was 0.89.

Reproductive data and complementary laboratory analysis

The mean, standard deviation and amplitude for OD (ELISA test), mummified fetus,
stillbirths, born alive and total born for the first farrow and second farrow were described on Table
2. Comparing first and second farrow, there was no difference between stillbirths and born alive,
but there was on OD and mummified fetuses, influencing on total born (P<0.001).

Nested-PCR and real time PCR were negative to PPV for 112 samples (group A and i) that
were positive on ELISA test. As well as, any mummified or stillbirth fetus presented suggestive
histological lesion of PPV infection, none were positive to PCV2 by ITHQ or positive to Leptospira

sp by IF.
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Antibody half-life

The biological half-life of antibodies to PPV, calculated from the data obtained over the
experimental period (0 to 128 day-old) was 29.80 (confidence limits, 28.80 to 30.87) days (Figure
2).

Discussion

Porcine parvovirus vaccines have been available since the late 1980s (WRATHALL et al.,
1984; PAUL & MENGELING, 1986), and maternal immunization is commonly used in veterinary
medicine to increase passive antibody transfer from the mother to the offspring (SALMON et al.,
2009). The first recommended step before using a vaccination procedure is to know the real
immunological profile (JOO & JOHNSON, 1977), but this is not used as a routine. As observed,
85.83% of gilts had antibodies to PPV, however interpretation of antibodies titers is difficult, as
practically all farms vaccinate against PPV nowadays, as well PPV is ubiquitous among swine
throughout the world (SORENSEN et al., 1988; MENGELING et al., 1999). Usually, antibodies
titers originated from a PPV vaccine are lower than a natural infection. Probably in the future, a
NS1 protein deleted vaccine could help to distinguish vaccinated from infected pigs, since NS1
protein in only produced during infection of PPV (MADSEN et al., 1997; QING et al., 2006).

The passively transferred maternal antibodies may interfere with the effects of active
immunization, delaying the development of active immune responses (KLOBASA et al., 1981;
PAUL & MENGELING, 1986). Maternal antibodies have been shown to interfere with active
vaccination in various species including humans, cattle and pigs, and such interactions have been
observed for various types of vaccines, including live attenuated vaccines and inactivated vaccines
(WILSON, 1974; KLOBASA et al.,, 1981; BOERSEMA et al., 1998; SALMON et al., 2009).
However, an important data was observed when we analyzed the gilts PPV antibodies profile after
two vaccine doses (B). We evidenced that all females had antibodies and independent of antibodies
levels, all of them were able to protect the littermate against PPV infection. Numerous studies have
demonstrated that immunization of susceptible gilts with PPV vaccine effectively prevents the
intrauterine establishment of parvovirus infection and fetal damage (PAUL et al., 1980; BROWN et
al., 1987; PYE et al., 1990; ANTONIS et al., 2006). Added to this, gilts that presented low, median
or high antibodies levels to PPV were equally capable to prevent an intrauterine infection

(MENGELING et al., 1979; PAUL et al., 1980; LOBATO et al., 1993).
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The porcine placenta consists of six tissue layers and is classified as diffuse epitheliochorial
that does not allow transport of immunoglobulins from the dam to the fetus (SALMON, 1984;
SALMON et al.,, 2009). Therefore, the neonatal piglet is agammaglobulinemic at birth and
immunity is acquired through consumption of colostrum which contributes to protection of pigs
against infectious diseases during their first part of life. Thus, it is crucial that the newborn piglet
acquires immunoglobulins via intestinal absorption of ingested colostrum to the blood stream. This
happens within the first 18—48 h of the piglets’ life, after which the gut closes for transmission of
macromolecules (BROWN et al., 1961; BUTLER et al., 1981; SALMON, 1984).

By the time of parturition, antibodies of the isotype G (IgG) are transferred from the sow’s
serum to the udder, and serum-derived antibodies accounts for almost all antibodies secreted in the
colostrum (BOURNE & CURTIS, 1973; KLOBASA et al., 1985). Based on that, passive immunity
is primarily dependent on the antibody titer of the mother and on the amount of colostrum ingested
by the newborn. This study showed a strong correlation between passively acquired antibody
concentrations in piglets and the serological status and colostrums antibody concentration of the
dam. It agrees with a study of Paul et al. (1982) and Damm et al. (2002), and a large difference in
serum antibody titers against PPV may occur in piglets from the same litter (DAMM et al., 2002;
FENATI et al., 2009).

The degree of acquired maternal immunity can be assessed by measuring the level of
antibody of piglets in relation to the level of antibody titer in the sow (KLOBASA et al., 1981;
DAMM et al., 2002). The development of specific antibodies against PPV has been demonstrated
after infection as well as after vaccination (MENGELING, 1979; LOBATO et al., 1993;
MENGELING, 1999). After immunization, PPV antibodies can be detected in serum and colostrum
from sows and in piglets after they have sucked, but not before (JOO and JOHNSON, 1977; PAUL
et al., 1982; DAMM et al., 2002; ORAVAINEN et al., 2005; ORAVAINEN et al., 2006). It is
clearly seen when we analyze Figure 1. The high level of antibodies against PPV was achieved
around seven day-old (ii) and after that the immunity curve started to decay and around 87 days-old
(v), antibodies were not detected. In previous studies, the passively acquired antibodies to PPV
were undetectable by three to six months of age (JOHNSON et al., 1976; PAUL et al., 1982). Even
susceptible, pigs were incapable to infect with PPV during three to five weeks due to lower titers of
neutralizing antibodies (JOHNSON et al., 1976). Conversely, according to another study, pigs were
susceptible to PPV infection as early as one week after they became seronegative (PAUL et al.,

1982).
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The half-life of passively acquired colostral antibodies to PPV were 29.80 days (28.80 -
30.87) (Figure 2). The half-life of maternal antibodies for PPV in domestic pigs was reported to be
21.2 days (16-24) (PAUL et al., 1982) and to wild boar 23 days (22-26) (FENATI et al., 2009).
Half-lives for other viral diseases were reported to be 16.20 for PRRS (SEEN et al., 2010), 21 days
for pseudorabies 11 days for classic swine fever, and 9.34 days for rabies (MULLER et al., 2005).
The decrease in the concentration of acquired colostral antibodies in serum is a function of protein
catabolism, dilution due to increased body size and hence increased blood volume and loss to other
compartments (PAUL et al., 1982). However, some changes on swine herds management, the use of
PPV vaccination and other vaccines, and the emerging of PCV2 could had interfered on the passive
immunity curve to PPV.

It was expected that on second parturition, sows had higher levels of PPV antibodies and
better reproductive performance than when were gilts, according to the improvement of
immunological system (JOO & JOHNSON, 1977; PYE et al., 1990) however, this did not occur in
totally. All females were revaccinated ten days after each farrowing, and increased the antibody
level. However, 1.30% out of them that had PPV antibodies on first pregnancy, did not presented
them during second pregnancy. Maybe a problem with vaccination procedure occurred or they had
not a good individual immune response (DAMM et al., 2002; ORAVAINEN et al., 2005). Despite
to mummified fetus, stillbirths, born alive and total born fetuses, other factors could be interfered on
these values, like second parturition syndrome, swapped round classification between mummified
and stillbirths, year season, vaccine response and other factors or agents which causes embryonic
and fetal death (VAN DER LENDE & VAN RENS, 2003; BORGES et al., 2005).

Additionally, ELISA test showed to be as efficient as HI to detect PPV antibodies, in
accordance with Oravainen et al. (2006) and is a good tool in estimating the herd PPV status.
Despite being the “gold standard” technique to detect PPV antibodies, the HI procedure is time
consuming and some variations on the procedure could have different results. The ELISA is a
sensitive diagnosis and can be automatized (MENGELING et al., 1999). Because PPV is ubiquitous
and almost all herds use PPV vaccine, the presence of antibodies in a single sample is otherwise
meaningless and a herd antibodies profile should be carefully evaluated.

In summary, in this study, a PPV antibodies profile was described in piglets and gilts.
Passive and active immunity acquired for PPV were evaluated, as well as the half-life of PPV
antibodies. The passive immunity decreased earlier than described in literature and the half-life

antibodies was a little longer than other studies. Based on that, the antibodies presented by gilts
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before vaccination were due to infection. As demonstrated, around three month-age animals showed
none PPV maternal antibodies, despite this if gilts’ insemination is done before five to six months,
PPV vaccination can be performed in advance, because there is no interference of passive
antibodies. Most published studies are prior to the current use of PPV vaccine and PCV2 emerging,

suggesting that these factors could interfere on PPV epidemiology.
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and negative on ELISA test for PPV.

Percentage (n)

SAMPLE n - —
Negative Positive
Gilt (A) - before PPV vaccine 127 14.17 (18) 85.83 (109)
Gilt (B) - 15 days after 2nd dose 118 0 (0) 100 (118)
Gilt (C) - at farrowing 99 7.07 (7) 92.93 (92)
Gilt (D) - during 2nd pregnancy 77 1.30 (1) 98.70 (76)
Gilt (E) - colostrum 99 0 (0) 100 (99)
Piglets (i) - before colostrum ingestion 276 98.91 (273) 1.09 (3)
Piglets (ii) - at 7 day-old 248 6.45 (16) 93.55(232)
Piglets (iii) - at 21 day-old 218 10.09 (22) 89.91 (196)
Piglets (iv) - at 57 day-old 204 64.71 (132) 35.29 (72)
Piglets (v) - at 87 day-old 196 98.47 (193) 1.53 (3)
Piglets (vi) at 128 day-old 188 97.87 (184) 2.13 (4)

64

Table 1- Distribution of each sample collection, total number of animals and percentage of positive
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Table 2- Descriptive statistics for OD (ELISA test), mummified fetus (MM), stillbirths (ST), born
alive (BA) and total born (TB), comparing 68 females in the first farrow (1) and second (2)

farrow.

Minimum and
Means+SD

maximum
1 2 1 2
OD 1.2540.49°  1.49+0.42° 0.17-222 0.28-2.08
MM 0.60+1.02°  0.09+0.29" 0-4 0-1
ST 0.46+0.87*  0.25+0.58" 0-4 0-3
BA 11.74+2.46° 10.94+2.93*  5-17 3-18
TB 12.79+2.93* 11.28+3.10"°  5-21 3-19

a, b within rows indicate statistical difference (P<0,05).
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Figure 1- Decay of passive immunity in piglets. The black square (m) indicates the moment in days

which each sample were collected (prior to initial colostrum intake, 7, 21, 57, 87 and 128

day-old), according to the positive percentage on ELISA test.
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Figure 2- Half-life of piglets PPV antibodies analyzed between 0 to 128 day-old.
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4.3 Artigo 3- “Caracterizacao do nivel de anticorpos para parvovirus suino associado ao perfil

reprodutivo em fémeas suinas de diferentes sistemas de reposicao”

Artigo a ser publicado
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the porcine parvovirus antibodies profile in
different gilts replacement systems, correlating with reproductive data. A hundred and fifth gilts
were selected from three different gilts replacement systems: Fourth site - A (n=36), fourth site
receiver herd - B (n=57) and a farm producing dam lines - C (n=57) after two doses of PPV
vaccine. The PPV antibodies were measured by an ELISA test. There were a difference on antibody
titers among the three herds (P<0.05). When we compared the reproductive data among herds, there
were difference on total born and born alive, but this difference was not observed on the percentual
of stillbirths and mummified (P>0.05). The correct gilt preparation, aiming the protection on mating
time is fundamental to reach a great reproductive performance, independent of the replacement gilt

system used.

Keywords: Porcine parvovirus, PPV, gilts production system, reproductive profile

Resumo
O trabalho objetivou avaliar o perfil de anticorpos para parvovirus suino em diferentes
sistemas de reposicdo, correlacionando com dados reprodutivos. Cento e cinquenta nuliparas foram

selecionadas, de trés sistemas de reposicdo diferentes: quarto sitio - A (n=36), granja receptora do
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quarto sitio - B (n=57) e granja multiplicadora - C (n=57) ap6s duas doses da vacina para PPV. Os
anticorpos para PPV foram medidos utilizando um teste de ELISA. Houve diferenca entre as trés
granjas com relacdo ao titulo de anticorpos (P<0,05). Ao comparar os dados reprodutivos entre as
granjas, houve diferenca entre elas no nimero de nascidos totais e nascidos vivos, mas ndo foi
observada diferenga no percentual de natimortos e de mumificados (P>0,05). A correta preparacio
da leitoa, objetivando a protecdo no momento da cobertura é fundamental para alcancar bom

desempenho reprodutivo, independente do sistema de reposicdo utilizado.

Palavras-chave: Parvovirus Suino, PPV, sistema de produg¢ao de leitoa, perfil reprodutivo

Introducao

A parvovirose suina possui como agente etioldgico o parvovirus suino (PPV), que causa
problemas reprodutivos em fémeas suinas, com grande impacto, principalmente em nuliparas (TOO
& LOVE, 1986; MENGELING, 1999). Apesar de, usualmente, a infec¢@o ser subclinica em suinos
adultos, sua importancia deve-se a capacidade de infeccdo transplacentdria, levando a morte dos
embrides e fetos (MENGELING & CUTLIP, 1976; MENGELING, 1999). Em fémeas pluriparas,
com contato prévio com o agente, o efeito do virus passa a ser reduzido ou nulo. Com a emergéncia
do circovirus suino tipo 2 (PCV2), o PPV tem novamente recebido destaque na suinocultura. O
cardter imunossupressor do PCV2, e a comum afinidade por células em multiplicagcdo explicam esta
forte associacdo, que tém levado 2 um aumento nas perdas reprodutivas (SEGALES et al., 2005).

A introdu¢do do PPV no rebanho pode ocorrer principalmente pela aquisicio de
reprodutores infectados. A transmissdo pode ser através de contato oronasal com animais infectados
ou a partir de suas secrecdes e excrecdes, tendo o sémen, fetos e envoltdrios fetais como
importantes fontes de dissemina¢do (GRADIL et al., 1990). A ampla distribuicdo do PPV também
levanta a possibilidade de alguns suinos serem persistentemente infectados e excretarem o virus
periodicamente (JOHNSON et al., 1976).

Virios sistemas de producdo de leitoas tém sido propostos e utilizados, como granja
multiplicadora (composta de avds e bisavds, produz a leitoa para os demais sitios e também para a
reposi¢do interna), quinto sitio (a leitoa tem o primeiro parto neste sistema e sai para o produtor ja
prenha, na segunda gesta¢do), quarto sitio (a leitoa sai para o produtor prenha, na primeira gestacao)
e reposi¢do interna (a leitoa é preparada na prépria granja e permanece no plantel). Teoricamente,

espera-se menor desafio e melhores indices reprodutivos quando hd um melhor cuidado e
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preparacdo com a fémea (FOXCROFT et al., 2004; WENTZ et al., 2007, BRANDT, 2008).
Todavia, ndo existem estudos comparando o estatus sanitirio com o perfil reprodutivo nos
diferentes sistemas de reposicao.

Atualmente, no Brasil, utilizam-se vacinas inativadas para PPV na imunizacdo das fémeas
antes da cobertura, entretanto, diferentes titulos de anticorpos sdo observados (LOBATO et al.,
1993). Apés a implementacdo da vacinagdo como pritica de rotina na suinocultura intensiva e
emergéncia do PCV2, nenhum estudo mais amplo e comparativo com relacdo a circulacdo do PPV
no plantel de leitoas foi realizado. O objetivo deste trabalho foi determinar o perfil de anticorpos
para PPV em soro de nuliparas em diferentes sistemas de reposicdo, correlacionando com o nimero

de leitdes nascidos, natimortos e mumificados.

Material e Métodos

Amostras

Cento e cinquenta nuliparas foram selecionadas pelo método de amostragem aleatdria
simples, em trés granjas com sistemas de reposi¢do diferentes: quarto sitio - A (n=36), granja
receptora do quarto sitio - B (n=57) e granja multiplicadora - C (n=57). As coletas de sangue
abrangeram nuliparas que possufiam duas doses da vacina para PPV, e dependeram da
disponibilidade destas categorias em cada granja.

O tamanho da amostra para populacgdo total, teoricamente infinita, foi determinado de acordo
com Thrusfield, (2004), a partir de 5% de precisdo e 95% de nivel de confianca, estimando uma

prevaléncia de 15%, baseada em estudos prévios realizados no Brasil (STRECK et al., 2011a).

Teste de ELISA

O soro, separado apds centrifugagdo, foi mantido a -20°C até a realizacdo do teste.
Anticorpos para PPV foram mensurados utilizando um teste de ELISA indireto (Ingezim PPV
1.1.PPV.K.1®, Ingenasa, Espanha). A razio S/P foi calculada e o ponto de corte foi fornecido pelo

fabricante: <0.300 negativo and >0.300 positivo.

Anélise de parametros reprodutivos
Procedeu-se a avaliacdo de alguns pardmetros reprodutivos (nascidos totais - NT, nascidos

vivos - NV, natimortos - NM e mumificados - MM). A andlise reprodutiva das fémeas das granjas
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A e B foi realizada a partir do banco de dados obtidos no programa de gerenciamento das granjas, e,
que no caso da granja A totalizou oito integrados diferentes. Os dados na granja C foram obtidos na

granja, pelo acompanhamento direto dos partos.

Anadlise estatistica

Foi realizada andlise descritiva dos dados, com foco para média, desvio padrdo, maxima,
minima e percentuais (procedimento FREQ). Os pardmetros reprodutivos das granjas foram
comparados pelo teste de Kruskal-Wallis e o percentual de natimortos e mumificados foram
submetidos a andlise ndo paramétrica (PROC NPAR1 WAY) com nivel de significAncia de 5%
(SAS, 2005). As amostras de soro das diferentes granjas foram avaliadas pelo teste de ELISA
(classificadas como negativas ou positivas) e o valor da densidade Gtica foi analisado pelo teste

exato de Fisher (SAS, 2005).

Resultados

Os resultados estdo descritos na Tabela 1 e 2. Das 150 nuliparas inicialmente avaliadas pelo
teste de ELISA nos diferentes sistemas de reposicdo, 127 fémeas pariram, sendo 27 da granja A, 43
da granja B e 57 fémeas da granja C.

Ao avaliar o perfil de anticorpos para PPV apds as duas doses de vacina, 75%, 75,55% e
100% foram positivas, na granja, A, B e C respectivamente. Houve diferenca entre as trés granjas
com relagdo ao titulo de anticorpos (Tabela 1).

Ao comparar os dados reprodutivos entre as granjas, houve diferenca entre elas no nimero
de nascidos totais e nascidos vivos, mas ndo foi observada diferenca no percentual de natimortos

nem de mumificados (P<0,05) (Tabela 2).

Discussao

O isolamento do PPV e associacdo a falhas reprodutivas foram descritos primeiramente em
1967 (CARTWRIGHT & HUCK, 1967). Apés, o virus foi isolado em conceptos suinos em diversos
paises. Atualmente, a infeccdo pelo PPV estd amplamente distribuida na populacido suina mundial,
tanto doméstica quanto selvagem, sendo raras as granjas livres do virus (MENGELING, 1972;
ROIC et al., 2005; RUIZ-FONS et al., 2006). Todos os trés sistemas diferentes de reposicio

apresentaram mais de 75% das fémeas avaliadas com anticorpos para PPV apds a segunda
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vacinacdo, contudo ndo sendo possivel diferenciar se estes eram de origem passiva, ativa ou devidos
a infeccdo. Apesar de descrito que os anticorpos passivos podem pernecerem de trés até sete meses
ou mais (JOHNSON et al.,, 1976; PAUL et al., 1982), outro estudo desenvolvido em paralelo
demonstrou que aos trés meses de idade os animais ndo apresentam mais anticorpos colostrais
(GAVA et al., dados ndo publicados). No Brasil, estudos sorolégicos em suinos provenientes de
granjas comerciais indicaram que o virus ja estd estabelecido no Pais hd pelo menos duas décadas,
causando problemas reprodutivos (MARTINS et al., 1984; GOUVEIA et al., 1984). Outros
trabalhos relataram que a soroprevaléncia do PPV em granjas comerciais é superior a 80%,
demonstrando que o virus circula no plantel de suinos brasileiro (BERSANO et al.,, 1993;
RODRIGUEZ et al., 2003).

Foi observada diferenca no titulo pds vacinacdo nos trés sistemas de reposicdo. De acordo
com o protocolo vacinal recomendado, duas doses sdo necessdrias para estimular a imunidade ativa
(MENGELING et al., 1979; BROWN et al., 1987; MENGELING, 1999). Entretanto, varios fatores
podem interferir no sucesso da vacinagdo (ORAVAINEN et al., 2005). A granja A e B tiveram em
torno de 25% das fémeas que ndo alcancaram titulos de anticorpos satisfatérios. De acordo com
Oravainen et al. (2005) o tamanho da granja, a ordem de parto, o modo de aplica¢do e conservacao
da vacina influenciam amplamente na resposta vacinal. Deve-se garantir que 100% do plantel foi
imunizado, caso contrario as fémeas ndo imunes propiciam a manutencio viral, além de poderem
apresentar transtornos reprodutivos como retorno ao estro, mumificacdo fetal, natimortos e
leitegadas com tamanho reduzido (MENGELING & CUTLIP, 1976; MENGELING, 1999).

Além disto, Zeeuw et al. (2007), ao verificarem a atividade de neutralizagdo gerada por
cepas vacinais, observaram que as cepas vacinais ndo conseguiram obter completa capacidade
neutralizante frente a novas cepas circulantes na Europa. As cepas vacinais do referido estudo sdo
utilizadas h4d mais de 30 anos, podendo ndo possuir mais completa atividade protetora contra as
novas variantes antigénicas. Streck et al. (2011b), avaliaram isolados recentes de PPV circulantes na
América do Sul e Europa e também encontraram mudangas significativas no capsideo destas cepas,
o que leva a questionamentos quanto a real capacidade protetora da vacinas comerciais disponiveis.
Idealmente, deveria ser avaliado o perfil soroldgico do rebanho, com o objetivo de identificar se as
nuliparas estdo sendo imunizadas no periodo correto, e também se existe necessidade de
revacinacdo das fémeas mais velhas, evitando gastos desnecessdrios. Os estudos de Zeeuw et al.
(2007) e Streck et al. (2011b) levam também a uma outra abordagem em relag¢@o ao papel biolégico

da presenca do PPV nos rebanhos. A mudanca do perfil viral pode ter levado a protecdo parcial por
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parte da vacinacdo, ou seja, a circulagdo do PPV nos rebanhos pode ser vista de um modo geral
como benéfica em termos protetivos.

O perfil reprodutivo das fémeas foi analizado nas trés granjas (Tabela 2), e foi diferentte
entre elas (P<0,05). A granja A apresentou menor nimero de NT e NV, seguido pela granja B e C.
Contudo, ndo houve diferenca no percentual de natimortos nem de mumificados. Esta diferenca
pode ser atribuida principalmente ao acompanhamento dos partos e avaliagdo minunciosa das
placentas, ja que isto foi realizado somente na granja C e nio nas demais, devido a logistica de
distribuicdo das fémeas. Fetos mumificados muito pequenos sdo de dificil identificacio (VAN DER
LENDE & VAN RENS, 2003), e muitas vezes, metas sdo atribuidas frente ao percentual de MM e
NM, o que pode levar a incorreta classificacdo e omissdo de dados. Os erros de registro no nimero
de leitdes nascidos tende a subestimar o tamanho da leitegada e podem fazer com que a
interpretagdo dos resultados de desempenho do rebanho seja equivocada (BLACKWELL, 1987;
LUCIA Jr et al., 1999; SCHNEIDER et al., 2004).

Apesar do exposto, os indices reprodutivos encontram-se dentro do preconizado na
suinocultura intensiva, de 1,5% podendo chegar até 5,7% para MM e 1,8 a 9,0% para NM Esta alta
variacdo pode ser influenciada pela forma de registro, da pressdo de assisténcia ao parto, pelo
treinamento dos funciondrios e pela existéncia de metas a serem atingidas (BLACKWELL, 1987;
SCHNEIDER et al.,, 2004; BORGES et al.,, 2005). A granja multiplicadora apresentou maior
nimero de NT. Mesmo o quarto sitio possuindo como grande vantagem a entrega de fémea ja
coberta, anulando as perdas ocorridas no primeiro més de gestacdo, sabe-se que o restante do
manejo gestacional, bem como o acompanhamento dos partos influenciam no nimero de NV
(BORGES et al., 2005; BRANDT, 2008). Neste caso, cada um dos oito integrados que receberam as
fémeas possuiam diferencas no manejo que podem ter interferido nos indices reprodutivos
avaliados. No minimo dois tercos da variagdo no tamanho das leitegadas sdo devidos a mortalidade
pré-natal. Dentre a mortalidade pré-natal, as perdas embriondrias afetam 20-30% dos odcitos
liberados, e sdo responsdveis pela maior parte das perdas gestacionais. No entanto, a mortalidade
fetal assume proporcdes importantes de 5-15%, frente ao potencial de odcitos fecundados (POPE &
FIRST, 1985; VAN DER LENDE & VAN RENS, 2003). Entre os fatores que podem influenciar as
perdas fetais e a natimortalidade destacam-se: doengas infecciosas, tamanho da leitegada, duragdo
do parto, partos distécicos, atendimento ao parto, estressse pelo calor, micotoxinas, defici€éncias
nutricionais, dentre outros (LEENHOUWERS et al., 1999; TANTASUPARUK et al., 2000; LUCIA
Jr, et al., 2002; SCHNEIDER et al., 2004; BORGES et al., 2005).
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Ao comparar os trés sistemas de reposi¢do, ndo podemos deixar de mencionar a presenga do
macho bem como a relagdo de fémeas mais jovens com fémeas mais velhas. Tantos machos como
fémeas de ordem de parto maior j4 passaram por mais desafios e vacinacdes. A presenca
concomitante destas categorias no plantel também pode ser responsavel pela circulagdo do PPV no
rebanho (STRECK et al., 2011a).

Apesar de existir diferenca no titulo de anticorpos e nos indices reprodutivos nos diferentes
sistemas de reposi¢do, fica dificil determinar o melhor modo de aquisicdo de leitoas. Nao existe
uma regra a ser seguida para a escolha do sistema de reposicdo mais conveniente, pois 0s aspectos
envolvidos sdo complexos e a viabilidade varia de acordo com o perfil de cada unidade, incluindo
fatores econdmicos, genéticos e especialmente sanitdrios. O fundamental € que as nuliparas sejam
corretamente adaptadas e manejadas, que o processo de vacinacdo seja ideal com correta aplicacio
e conservagdo da vacina, e que associado haja boa limpeza e desinfeccio das instalacdes, somado a
biosseguranca. Garantindo a correta preparacdo da futura matriz € bom manejo gestacional, o
retorno serd em maior nimero de leitdes nascidos vivos, influenciando quase que diretamente no

nimero de desmados por fémea por ano.
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Tabela 1- Média seguido pelo desvio padrao (DP) da densidade ética apresentada no teste de

ELISA nos trés diferentes sistemas de reposicao.

GRANJA Média+DP

A- Quarto sitio (n=36) 0,72 +0,08"

B- Receptora do quarto sitio (n=57) 0,99 + 0,07b
1,68 +0,07°

C- Multiplicadora (n=57)

a, b: Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0,05).



Tabela 2- Distribui¢io dos pardmetros reprodutivos (NT, NV, NM e MM) de acordo com o sistema

de reposicao.

GRANJA PARAMETRO MEDIA+DESVIO MINIMO-MEDIANA-

REPRODUTIVO PADRAO MAXIMO

NT 10,1+0,75° -

NV 9,7+0,80° -

A- Quarto sitio

% NM 4,9 0,0-0,0-50,0
% MM 2,6 0,0-0,0-50,0

NT 11,640,33% -

B- Receptora do quarto NV 10,740,32%° -
sftio % NM 5.2 0,0-0,0-29,4
% MM 2,1 0,0-0,0-33,3

NT 12,6+0,45% -

NV 11,8+0,40° -

C- Multiplicadora

% NM 3,6 0,0-0,0-28.6
% MM 2,8 0,0-0,0-15,4

Letras diferentes na mesma coluna conforme o parametro reprodutivodiferem estatisticamente

(P<0,05).

N3ao houve difwerenca no percentual de natimortos e de mumificados (P>0,05).
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4. DISCUSSAO GERAL

No processo produtivo da suinocultura, os aspectos relacionados a efici€ncia reprodutiva sdo
fundamentais, pois determinam o desempenho econdmico da cadeia, traduzido pelo nimero de
leitdes desmamados por fémea por ano. Indices associados a eficiéncia produtiva, como a genética,
nutricio, sanidade, ambiéncia e aprimoramento das técnicas de manejo, merecem destaque. E
necessario também que existam metodologias de diagndstico eficientes para caracterizar o perfil de
um rebanho frente a um determinado agente. Todos estes itens andam em conjunto, contudo, os
aspectos sanitdrios tém grande importancia, pois além de interferirem nos resultados internos de
cada granja, podem funcionar como grande entrave ou facilitador de portas para exportacao.

O primeiro estudo teve como objetivo determinar a resposta de anticorpos para o PPV em
leitoas apds a vacinag@o para PPV, avaliar a transferéncia de imunidade passiva e estimar a curva de
declinio e meia-vida dos anticorpos colostrais na leitegada. Foi avaliado também um teste de
ELISA comercial e comparado frente ao teste de HI, que € considerado o padrdo ouro para PPV. O
segundo estudo avaliou o perfil de anticorpos para PPV em leitoas de diferentes sistemas de
reposi¢do, correlacionando com dados reprodutivos.

Nos dois estudos, algumas fémeas apresentaram anticorpos para PPV antes da vacinagao.
Uma dose de vacina somente ndo foi suficiente para levar a resposta imune, contudo apds duas
doses as fémeas apresentaram anticorpos detectdveis pelo teste de ELISA. O grupo que mais sofre
os prejuizos sdo as leitoas, que ndo apresentam imunidade frente ao PPV (TOO e LOVE, 1986;
MENGELING, 1999). A medida que a ordem de parto aumenta, aumenta a chance de contato com
o virus e consequentemente a resposta imune, diminuindo os problemas reprodutivos associados
(JOHNSON et al., 1976; CUTLER et al., 1982). Contudo, neste estudo, mesmo fémeas de segunda
ordem de parto tiveram queda no perfil de anticorpos. Assim € necessario que as fémeas sejam
revacinadas a cada paricdo para manter os anticorpos circulantes, evitando perdas reprodutivas
causadas pelo PPV (JOO e JOHNSON, 1977; PYE et al., 1990).

Apenas vacinas inativadas estdo disponiveis no Brasil para o controle da infeccido pelo PPV.
Apesar do PPV ser um virus DNA, com menores taxas de mutacdo, foi verificado que cepas
vacinais ndo apresentavam completa capacidade de neutralizacio frente a cepas de virus isolados na
Europa (ZEEUW et al., 2007). Mutagdes no capsideo viral também foram detectadas em cepas
circulantes na América do Sul e Europa (STRECK et al., 2011b). Isso leva a repensar a eficiéncia

da vacina utilizada, que é a mesma hd aproximadamente 30 anos. Falhas na vacinacdo podem
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ocorrer, mas sio de dificil identificagdo devido a amplitude de fatores envolvidos, que vao desde a
fabricacdo, conservacgéo e aplicacdo da vacina (ORAVAINEN et al., 2005).

O manejo utilizado, especialmente em relacdo as condi¢cdes de isolamento e o nivel de
higiene, podem ser responsdveis pela maior ou menor disseminacdo viral na granja. O principal
fator responsdvel pela introducéo do virus no plantel é a aquisicdo de reprodutores, devido a isto
deve-se ter especial atencdo com a origem das fémeas de reposi¢do bem como a origem do s€émen
(JOHNSON et al., 1976; CUTLER et al., 1982). Ao avaliarmos distintos sistemas de reposi¢do de
leitoas, diferencgas no perfil de anticorpos e de indices reprodutivos foram encontrados. Contudo, o
ponto mais importante ndo € determinar qual o melhor sistema de reposi¢do, e sim garantir a
imunidade da fémea no momento da cobertura, a fim de evitar os trantornos reprodutivos como
retorno ao estro, mumificacdo fetal, natimortalidade e Ileitegada de tamanho reduzido
(MENGELING e CUTLIP, 1976; MENGELING, 1999).

Foi verificado forte correlacdo dos niveis de anticorpos no soro e no colostro da fémea com
os anticorpos no soro dos leitdes. Estes achados corroboram com os de outros autores (PAUL et al.,
1982; DAMM et al., 2002). Como ji foi mencionado, o objetivo da vacinacdo € a protecdo da
matriz, contudo a leitegada adquire anticorpos, que podem influenciar na imunidade ativa.
Diferentemente do apresentado na literatura (JOHNSON et al., 1976; PAUL et al., 1982), a curva de
anticorpos para PPV comeca a cair em torno dos 21 dias de idade, conforme esperado, mas aos trés
meses de idade os animais ndo apresentam mais anticorpos. A meia-vida calculada para os
anticorpos para PPV foi de 29,80 dias. Como a genética e nutricdo tém evoluido em velocidade
diferente da sanidade em alguns pontos, pode ser que o momento da cobertura possa ser antecipado
para maximizar a vida reprodutiva da matriz. Assim sendo, como aos trés meses de idade ja ndo
existem mais anticorpos de origem materna para interferir na vacinag¢do, se houver necessidade de
cobertura precoce, a vacinacdo para PPV poderd ser realizada sem problemas.

O teste de ELISA apresentou boa correlacio com o teste HI. Devido a automatizagdo,
rapidez e praticidade de leitura, o teste de ELISA possui qualidades interessantes para ser utilizado
como metodologia de diagndstico de rotina nos laboratérios (ORAVAINEN et al, 2006;
MENGELING et al., 1999).

Este é o primeiro estudo realizado no Brasil apds o uso comercial de vacinas, bem como
apods a emergéncia do PCV2. Os poucos estudos existentes envolvendo o perfil de anticorpos para

PPV sdo na maioria da década de 70, e ndo existe nenhum dado comparando o perfil soroldgico
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para PPV em diferentes sistemas de reposicdo. Todos os resultados obtidosvem ao encontro da

manutencdo da sanidade dentro do rebanho, auxiliando no controle e prevencio da parvovirose.

5. CONCLUSOES

1.

Ha boa correlag@o entre o teste de ELISA e o teste de HI para PPV. Desta forma, devido a
praticidade e rapidez, o teste ELISA mostra-se boa ferramenta na detec¢do de anticorpos
para PPV, auxiliando no diagndstico e controle da parvovirose no rebanho.

Anticorpos para PPV foram detectados em leitoas antes e apds vacinag¢do. Contudo, em
outra granja, as leitoas ndo apresentaram anticorpos antes da vacinacdo. Estas observagoes
caracterizam a ampla distribui¢do do virus, bem como a importancia de medidas de manejo
e biosseguranga.

A revacinagdo para PPV é de extrema importincia, pois mantém o nivel de anticorpos
protetivos no rebanho, conforme observado nas fémeas de segundo parto..

Fémeas vacinadas para PPV transferem imunidade para a leitegada pelo colostro. A
quantidade de anticorpos no soro das fémeas é diretamente proporcional a quantidade de
anticorpos no colostro, que por sua vez também € diretamente proporcional aos niveis de
anticorpos da leitegada.

A imunidade passiva comeca a declinar aos 21 dias de idade, e em torno dos trés meses de
idade os anticorpos para PPV ndo sdo mais detectados, diferentemente de estudos
disponiveis até entdo.

A meia-vida de anticorpos para PPV ¢é de 29,80 dias.

Baseado nestas informacdes, caso haja necessidade de antecipagdo da vacinagdo pré—
cobertura, a mesma pode ser realizada sem problemas, devido a auséncia de interferéncia de
anticorpos maternos.

Embora haja diferenga do perfil de anticorpos e pardmetros reprodutivos entre os distintos
sistemas de reposicdo, deve-se garantir correta imunizag¢do das leitoas. Sabe-se que vérios
fatores atuam e influenciam o desempenho reprodutivo da matriz, contudo € essencial que a
leitoa seja corretamente preparada, indepentente do manejo utilizado, a fim de maximizar a

produtividade.
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