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“l am fond of pigs. Dogs look up to us. Cats look down on us.

Pigs treat us as equals.”

Winston S. Churchill
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Resumo

A PRRS (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome) é uma doenca de suinos que
surgiu quase simultaneamente no Norte da América (no final dos anos 80) e na Europa (no
inicio dos anos 90), sendo uma das principais enfermidades atuais que afetam a industria
suinicola globalmente, responsavel pela perda anual de 664 milhdes de délares nos E.U.A.
A PRRS é causada pelo virus PRRSV, o qual é dividido em dois genétipos principais: o Tipo
1 (Europeu) e tipo 2 (Norte Americano), diferindo a nivel antigénico, genético ou
sintomatolégico. Carateriza-se por manifestacées a nivel respiratério, como tosse e dispneia
nos animais em crescimento, e a nivel reprodutor em porcas, com abortos tardios, partos
prematuros ou elevada mortalidade dos leitdes nas maternidades. O diagndstico é obtido
por isolamento do virus ou através da identificagdo de anticorpos, antigénios ou &acido
nucleico. As serologias para o PRRSV normalmente detetam os anticorpos 14-21 dias pos-
infecdo mas ndo permitem a distincdo entre o virus de campo e o vacinal. Os principais
objetivos deste trabalho foram a avaliacdo dos perfis seroldégicos da descendéncia
relativamente aos anticorpos contra 0 PRRSV numa exploracao intensiva e a determinagao
da melhor idade para obter as amostras usando 0s porcos como sentinelas, usando um total
de 66 amostras provenientes de suinos de diferentes idades. A propor¢cdo de animais
seropositivos foi 75,0% na maternidade, 33,3% no desmame e 95,8% na engorda, sendo 46
vezes mais provavel de encontrar-se animais seropositivos na engorda comparativamente
com o desmame (P < 0,01). Estimou-se (P < 0,001) uma rapida diminui¢cdo dos anticorpos
de origem materna até a sexta semana de idade, seguindo um aumento progressivo da
imunidade humoral até 21 semanas de idade. O PRRSYV foi detetado, por PCR, no soro de
animais com 6, 9 e 15 semanas de idade. Os resultados indicam que os leitbes podem
apresentar-se virémicos no desmame, e as 18-21 semanas sdo a melhor idade para recolha

de amostras dos animais em crescimento, como sentinelas, em explorac¢des infetadas.

Palavras-chave: Animais sentinelas; ELISA; Epidemiologia; PCR; Porcine Reproductive

and Respiratory Syndrome



Abstract

PRRS (Porcine reproductive and respiratory syndrome) is a swine disease which appeared
simultaneously in Europe (early 1990s) and North America (late 1980s) and is one of the
major diseases nowadays that affect the swine industry worldwide, being responsible for
losses of $664 million annually in U.S.A. PRRS is caused by the virus PRRSV, which is
divided into two major genotypes, the type | (European) and type Il (North American), which
are antigenically, genetically and clinically different. PRRS is characterized by respiratory
problems, like cough and dyspnea, in growing pigs and reproductive failure in sows, with late
term abortion, stillbirth and increased preweaning mortality. The diagnosis is obtained by
virus isolation or by the identification of antibodies, antigens or nucleic acid. Serological tests
for PRRSV normally detect serum antibody response after 14-21 days post-infection, but do
not allow the distinction between infected and vaccinated animals. The main objectives of the
present study were to evaluate the offspring serum profile of antibodies against PRRSV in an
affected intensive herd and determine the better sample time using pigs as sentinels, using a
total of 66 samples of swine of different ages. The proportion of seropositive animals was
75.0% at farrowing, 33.3% at nursery and 95.8% and growing/finishing phases, being 46
times more likely to meet seropositive animals in fattening compared with weaning (P <0.01).
It was estimated (P < 0.001) a rapid decrease of antibodies of maternal origin until the sixth
week of age, followed by a progressive increase of humoral immunity until 21 weeks of age.
PRRSV was detected by PCR in the serum of animals with 6, 9 and 15 weeks. The results
indicate that the piglets may present viremic weaning and the 18th — 21st weeks are the best
time to collect samples from offspring pigs, as sentinel, from PRRSV contaminated intensive
herds.

Keywords: Animal sentinels; ELISA; Epidemiology; PCR; Porcine reproductive and

respiratory syndrome
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Revisdo Bibliografica

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. INTRODUGAO

O virus PRRS (Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome virus -
PRRSV) é o agente etiolégico da doenca mundialmente epidémica PRRS (Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome). O PRRSV é um virus pequeno e
encapsulado, e é altamente especifico quanto ao hospedeiro, 0 suino, e quanto ao
tecido, as células da linha monacitaria, preferencialmente os macrofagos alveolares
suinos (Duan et al,. 1997a; Villarreal et al,. 2000).

A PRRS surgiu no final dos anos 80 como uma doenga suina misteriosa nos
Estados Unidos da América (Keffaber, 1989; Wensvoort et al,. 1991). Quase
simultaneamente, no inicio dos anos 90, surgira uma doenca reprodutiva semelhante
na Europa (Wensvoort et al,. 1991, Bischoff et al,. 2000). Os sinais clinicos presentes
eram respiratérios com destaque para a dispneia e/ou hiperpneia em suinos jovens e
problemas reprodutivos generalizados em porcas gestantes, incluindo fetos
mumificados, abortos ou partos prematuros (Goyal, 1993).

Apesar do aparecimento quase simultineo e da semelhanca dos sinais
clinicos, os virus Europeu e Norte-Americano variam significativamente no seu
gendtipo, aproximadamente 40% (Nelsen et al,. 1999). Estes dois virus sédo
representados em dois genétipos distintos: o gendétipo Europeu (Tipo 1) e o gendtipo
Norte-Americano (Tipo 2), representados pelo Lelystad virus (LV) e VR-2332 como
virus protétipos, respetivamente (Wensvoort et al,. 1991; Benfield et al,. 1992).

A origem do PRRSV é desconhecida, mas a existéncia de duas estirpes
geneticamente diferentes, sugere que ambas evoluiram independentemente em
continentes distintos por um periodo de tempo prolongado, divergindo de um ancestral
comum. Esta evolucao tera ocorrido em espécies reservatorio ndo-suinas. (Nelsen et
al,. 1999; Forsberg et al,. 2001; Hanada et al,. 2005; Yoon et al,. 2013). Murtaugh et
al,. (2010) referem que o virus poderd ter origem na Eurasia num hospedeiro ancestral
e que a estirpe PRRSV Tipo 2 divergiu ap6s a introducao de suinos infetados pelo
PRRSV no Norte da América, ha mais de 500 anos. No entanto, e segundo estes
investigadores, a divergéncia entre as estirpes de PRRSV indica que a industrializacédo
da producdo suina esta fortemente envolvida na evolucdo do PRRSV. O virus foi
progredindo através das populagbes suinas na Europa e no Continente Norte
Americano e atualmente esta presente na grande maioria dos paises com atividade
suinicola, onde provoca elevadas perdas econdmicas (Murtaugh et al,. 2010; Holtkamp
et al,. 2012).
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A presente revisao teve como objetivo principal descrever de forma global e
completa a PRRS, abordando através dos diversos capitulos a etiologia,
epidemiologia, patologia, imunologia, quadros lesionais, sintomatologia e diagndstico,
assim como descrever os principais aspetos do controlo, erradicagdo e prevencao

desta sindrome em explora¢des suinicolas intensivas.
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2. ETIOLOGIA
2.1.Classificagcédo do PRRSV

O PRRSV é classificado como membro da familia Arteriviridae, pertencente a
ordem Nidovirales, que inclui também as familias Coronaviridae e Roniviridae. A
ordem Nidovirales € constituida por virus ARN de cadeia simples e polaridade positiva,
que possuem a mesma estratégia de replicacdo/transcricdo e possuem organizacao
gendmica semelhante, mas diferem nos hospedeiros, no fenotipo da doenca, tropismo
celular, morfologia do virido e tamanho gendmico (Baker et al,. 2012). A familia
Arteriviridae é composta por 5 espécies, as quais sdo semelhantes quanto a sua
organizacdo e conteudo gendmico, morfologia e tropismo celular para a linhagem
macrofagica (Faaberg et al,. 2012). As espécies incluem o PRRSV, o virus da febre
hemorrégica simia (Simian haemorrhagic fever virus — SHFV), o virus que eleva o
lactato desidrogenase (Lactate dehydrogenase-elevating virus — LDV), o virus da
doenca do Cusu-de-orelhas-grandes vacilante (wobbly possum disease virus - WPDV)
e o0 virus da arterite equina (Equine arteritis virus — EAV) (Plagemann and Moennig,
1992; Baker et al,. 2012; Dunowska et al,. 2012).

O PRRSV possui duas linhas genéticas principais representadas pelo genétipo
Tipo 1 (Europeu) e o Tipo 2 (Norte-Americano). Ambos foram descobertos no inicio da
década de 90 nos respetivos continentes e atualmente encontram-se distribuidos
mundialmente, com o Tipo 1 com maior predominancia na Europa e o Tipo 2 com
maior predominancia no Norte da América e Asia. Apesar do fenétipo da doenca, os
sinais clinicos, a organizacdo genOmica e o0 surgimento serem similares, as duas
estirpes do PRRSV diferem aproximadamente 40% a nivel gendmico (Wensvoort et
al,. 1991; Benfield et al,. 1992; Collins et al,. 1992; Meulenberg et al,. 1994; Nelsen et
al,. 1999).

2.2. Genoma e expressao genética

A organizagdo do genoma € semelhante a outros virus da familia Arteriviridae,
constituido por uma cadeia Unica com polaridade positiva, que varia entre 14.9 kb a
15.5 kb, organizada em 10 ORF (Opening Reading Frame). As ORF’s sdo expressas a
partir do ARN genomico diretamente ou através de um intermediario, 0 mARN
subgenomico (sg mARN), do qual sdo traduzidas as proteinas estruturais que

constituem o virido (Zimmerman et al,. 2012; Yun et al,. 2013; Kappes et al,. 2015).
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Camada dupla lipidica

N ]» Nucleocapside
RNA

M
o ]- Proteinas Heterodiméricas

G
GP4 ]» Proteinas Heterotriméricas
G

Figura 1. Representacdo esquematica de uma particula viral da familia Arteriviridae.

Legenda: A membrana contém os complexos maioritarios GP5/M (glicoproteina/ proteina de
membrana nado glicosilada), os complexos glicoproteicos minoritarios GP2,GP3 e GP4, a
proteina hidrofébica E e a proteina ORF 5. ORF- Open Reading Frame. A proteina N e o ARN

viral formam a Nucleocapside. (adaptado de Veit el al. 2014)

As ORF’s 1a e 1b compreendem cerca de 80% do genoma e codificam a
proteina de clivagem, de recombinagdo homoéloga e o mecanismo de replicase do
ARN necessario para a transcricao viral, replicacdo e imunomodulagdo. Codificam 14
proteinas ndo-estruturais. As restantes oito ORF'’s (2, 2b, 3, 4, 5, 5a, 6 e 7), na parte
terminal do genoma, codificam as proteinas estruturais virais, cuja traducdo €
intermediada pelo sg MARN (Zimmerman et al,. 2012). A sg mARN2 codifica 0 ORF 2a
e ORF 2b que se traduz em Glicoproteina 2 (GP2) e proteina E. O sg mARNS3 e 0 sg
MARN4 codificam a ORF 3 e ORF 4, respetivamente, que se traduzem em GP3 e
GP4, respetivamente (van Merle et al,. 1999; Wissink et al,. 2005; Kimman et al,. 2009;
Das et al,. 2010). A formacédo de sg mMARN nao ¢é aleatéria, sendo o0 sg mMARN7 o mais
abundante, seguido do sg MARN6 e sg mARN5. A abundancia de proteinas
estruturais segue o mesmo padréo, sendo a proteina N a mais abundante, seguida
pela proteina M e GP5 da ORF7, ORF6 e ORFS5, respetivamente (Faaberg et al,. 1995,
Mardassi et al,.1996).

As sequéncias dos extremos do genoma ndo traduziveis (5 e 3’) estdo
envolvidas como componentes essenciais que contribuem para a replicacdo e
translacdo. No entanto, as funcdes exatas dos dois extremos e a interacdo com estes
mecanismos sdo ainda pouco conhecidas. As estirpes Tipo 1 e 2 assemelham-se em
cerca de 50%, e dentro de cada estirpe cerca de 96% (Meulenberg et al,. 1993; Nelsen
et al,. 1999; Tan et al,. 2001; Lin et al,. 2002).

O sg mARN heterdclito € um de tipo de sg mARN que se distingue da forma dos

outros e sdo normalmente observados condi¢des de elevada multiplicag&o viral. Foram
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identificados em células infetadas, virides purificados, macréfagos alveolares suinos
infetados em condicbes naturais, e assume-se que resultem da recombinacgéo
homdloga de sequéncias nucleotidicas atipicas. Atualmente, a funcéo deste tipo de sg
MARN é desconhecida, mas tem sido proposto como vetor para estudar o efeito de
fatores virais, ou o efeito e elementos exdgenos na replicagdo e traducdo viral ou

resposta/modulacdo imunitaria (Yuan et al,. 2000, 2004).

2.3. Componentes Virais
2.3.1. Proteinas nao estruturais (NSP)

Apesar da intensa investigacdo realizada ao PRRSV, pouco se sabe
relativamente & estrutura e funcdo da maioria das suas NSP’s. As proteinas nao
estruturais do virus sédo codificadas pela ORF 1la e ORF 1b. O PRRSV possui uma
estrutura loop invulgar no final da ORF 1a que, durante a tradugao, permite “saltar’ o
codao de terminacgéo, resultando na traducdo da ORF 1b na poliproteina pplab. Esta
poliproteina é composta por todas as NSPs conhecidas (NSP1a/pB, NSP2-6, NSP7a/
e NSP8-12). A ORFla codifica a poliproteina ppla que é composta pelos NSP1-8.
Estas proteinas ndo estruturais sdo necessarias para a transcri¢ao viral, replicacao e
imunomodulacdo (Zimmerman et al,. 2012; Kappes et al,. 2015).

Relativamente as NSP1a e NSP1B, estas estdo envolvidas na clivagem
autocatalitica nas juncbes NSP1a/13 (den Boon et al,. 1995; Sun et al,. 2009; Chen et
al,. 2010) e NSP1B/2 (den Boon et al,. 1995; Chen et al,. 2010) respetivamente.
Adicionalmente a NSP1a e NSP1B contém protéases PCPa (papaian-like cysteine
protease a) e PCP, respetivamente, que aparentemente sdo necessarias na sintese
de sg MARN e ARN gendmico, respetivamente (Kroese et al,. 2008).

A NSP2 é uma proteina grande que varia o seu tamanho entre diferentes
estirpes (Allende et al,. 1999; Fang et al,.2004). E a NSP mais variavel, possuindo
apenas 32% de homologia entre os subtipos (Allende et al,. 1999). E responsavel pela
clivagem autocatalitica da juncdo NSP2/3 (Han et al,. 2009). Quanto & NSP3, esta
aparenta estar envolvida na formacdo dos complexos de replicacdo e na fixacdo de
outras NSP’s nas membranas desses mesmos complexos (Han et al,. 2009; Posthuma
et al,. 2008). A NSP4 é ativada com a clivagem da NSP2/3 e contem a protéase (3C-
like serine proteinase) responsavel pelo processamento de todas as nps’s com
excecdo das NSP1a/1B3, NSP13/2 e NSP2/3 (Snijder et al,. 1996; van Dinten et al,.
1999; Ziebuhr et al,. 2000). A NSP4 pode estar também envolvida na regulacédo do
processamento da poliproteina viral (van Aken et al,. 2006b).

Relativamente as NSP5, NSP6, NSP7, NSP8 e NSP12, ndo foram demonstradas

as suas funcdes especificas e as suas estruturas até a data. A NSP7 contém um local
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de clivagem interna, resultando nas proteinas NSP7a e NSP7f no virus EAV (van
Aken et al,. 2006a) e presumivelmente também no PRRSV. As restantes NSP9,
NSP10 e NSP11 séo as proteinas mais conservadas entre os nidovirus (Gorbalenya et
al,. 2006). A funcdo destas proteinas ainda é desconhecida, apesar de a estrutura ja
estar descrita (van Dinten et al,. 1996, Bautista et al,. 2002; Nedialkova et al,. 2009).
Foi demonstrada a modelagdo da resposta imunitaria inata mediada por
interferbes por acdo de NSP’s (NSP1a, NSP1B, NSP2, NSP4 e NSP11l) com
diferentes intensidades (Beura et al,. 2010; Chen et al,. 2010; Li et al,. 2010).

2.3.2. Proteinas estruturais

A proteina N é um polipéptido pequeno e basico que interage com o ARN viral
na formacdo da proteina nucleocapside. E expressa em niveis elevados em células
infetadas e representa 20 a 40% da proteina total do virido. A sua elevada expressao e
antigenicidade sdo importantes para testes diagnésticos imunol6gicos, mas é ainda
desconhecida a funcionalidade dos anticorpos contra a proteina N no sistema
imunitario (Meulenberg et al,. 1995; Dea et al,. 2000; Murtaugh et al,. 2002a). A
proteina N estd4 incorporada no virides como dimeros ligados por dissulfureto
(Mardassi et al,. 1996; Wootton and Yoo, 2003).

O involucro viral contém 2 proteinas de membrana maioritarias (M e GP5) e 4
proteinas de membrana minoritarias (E, GP2, GP3 e GP4) que sdo necessarias para a
producdo e infecciosidade dos virides. No entanto, as 4 proteinas minoritarias séo
dispensaveis na montagem do virus (Wieringa et al,. 2004; Wissink et al,. 2005).

A proteina E encontra-se na membrana viral e promove o desencapsulamento
do virido e posterior libertacdo do genoma viral no citoplasma (Lee and Yoo, 2006). A
GP3 é altamente glicosilada e os seus glicanos na superficie viral previnem o
reconhecimento de epitopos pelos anticorpos neutralizantes (Das et al,. 2010; Vu et
al,. 2011).

A GP4 possui um epitopo neutralizante na regido hipervariavel que pode estar
associado as proteinas E, GP2 e GP3 através de interacdes nao-covalentes
(Meulenberg et al,. 1997; Wissink et al,. 2005; Das et al,. 2010). As GP2, GP3 e GP4
formam um involucro complexo proteico trimétrico. A presenca das trés proteinas €
importante para a infecciosidade do virido (Wissink et al,. 2005). O complexo permite
mediar a infecdo com ou sem a interagdo da GP5 (Das et al,. 2010; Wissink et al,.
2005).

A GP5 é a proteina do PRRSV mais estudada devido a sua elevada diversidade
genética e devido ao seu papel na viruléncia, interagcdo com o hospedeiro e imunidade.

A GP5 contém varios epitopos neutralizantes (Wissink et al,. 2003; Zimmerman et al,.

6
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2012). A proteina M é a proteina de membrana mais conservada (Dea et al,. 2000).
Associadas, a GP5 e a M formam o heterodimero GP5-M ligados por pontes de
dissulfureto que sé&o incorporados no involucro do virido, essencial para a formagéo do
virido. A simples associagdo GP5-M ndo é suficiente para a infecciosidade viral
(Wissink et al,. 2005; Kimman et al,. 2009; Das et al,. 2010).

A tabela 1 resume todas as fung¢des tanto das proteinas ndo estruturais como

das proteinas estruturais.

Tabela 1. Fung¢8es das proteinas virais ndo estruturais e estruturais

Tipo ‘ Proteina Funcéo

Clivagem autocatalitica na juncdo NSP1a/f3
NSP1a Participa na sintese do sg mARN gendmico
Modelagdo da resposta imunitaria inata mediada por interferdes

Clivagem autocatalitica na juncao NSP13/2
NSP1B Participa na sintese do ARN gendémico
Modelag&o da resposta imunitaria inata mediada por interferées

Clivagem autocatalitica na juncéo NSP2/3

i i NSP2 ~ . AN . . ~
Proteinas pao Modelagéo da resposta imunitaria inata mediada por interferbes
estruturais
(NSP) Formagé&o dos complexos de replicagédo
NSP3 Fixacdo das outras NSP’s nas membranas dos complexos de

replicacdo

Clivagem autocatalitica das restantes juncdes NSP’s
NSP4 Possivel regulacéo do processamento da poliproteina viral
Modelagéo da resposta imunitaria inata mediada por interferbes

NSP11 Modelag&o da resposta imunitaria inata mediada por interferbes

Formagéo da proteina nucleocépside (com o ARN viral)

N ~ .
Formacéo do virido
M Formag&o do virido
GP5 Participam na infeciosidade viral
Proteinas
Estruturais GP4
GP3 Participam conjuntamente na infeciosidade viral
GP2
E Desencapsulamento do virido

Libertagdo do genoma viral no citoplasma
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2.3.3. Oviridao do PRRSV

O virido do PRRSV ¢ a forma infeciosa do PRRSV e é uma estrutura de forma
esférica ou em forma de ovo, com didmetro que varia entre 50nm a 74nm. O virido é
constituido pela nucleocépside, formada pela proteina N e ARN viral, rodeada por um
invélucro formado por 6 proteinas estruturais: E, GP2, GP3, GP4, GP5 e a proteina M
(Snijder et al,. 1998; Dea et al,. 2000).

Através da microscopia eletronica, € possivel visualizar estas particulas que
possuem uma superficie lisa com algumas protuberancias, coincidindo com as
pequenas formacdes das proteinas GP5 e M, correspondendo aproximadamente 2nm
de comprimento. Outras protuberancias sdo também observaveis na superficie da
membrana com 10nm a 15nm, provavelmente correspondendo as restantes proteinas
estruturais (Wissink et al,. 2005).

2.4. Diversidade genética do virus PRRSV
2.4.1. Mecanismos de diversificacdo genética

A variacdo genética do ARN viral € assumida como resultado de erros da ARN
polimerase, sendo esta a explicagdo mais simples para a diversidade do PRRSV. De
acordo com Jenkins et al,. (2002) e Hanada et al,. (2005), a taxa de substituicdo de
nucleétidos do PRRSV é a mais alta dos virus ARN, de 4,7-9,8 x 10-2/local/ano. No
entanto, existem outros mecanismos de modificacdo ribonucleotidica que podem
contribuir para a diversidade genética.

A recombinacéo é também importante na diversidade do PRRSV e tem um papel
importante na biologia do PRRSV pois € necessaria para a formacdo do sg mARN. A
recombinagdo tem de ser elevada para a producdo de sg mARN em grandes
gquantidades, e bastante promiscua, pois a quantidade de ARN heteréclito é
semelhante a do sg MARN. Deste modo, a recombinacdo ocorre em locais
semelhantes na sequéncia entre as moléculas ARN gendmicas em células infetadas
nos processos de transcricdo ou replicacdo gendémica. Em células infetadas com
apenas um virus, os genomas recombinantes ndo sdo distinguiveis dos genomas nao-
recombinantes e, em alternativa, as formas recombinantes ndo completas, ndo séo
funcionais. No entanto, em células infetadas por dois virus distintos, a recombinacéo
devera aumentar a substituicdo aleatoriamente, proporcional ao grau de diferenca das
sequéncias, mas as substituicdes ndo seriam independentes (Murtaugh et al,. 2010).
Estudos anteriores demonstraram que os Tipo 1 e Tipo 2 do PRRSV revelam
recombinac¢des frequentes em condi¢Bes in vitro (Yuan et al,. 1999; van Vugt et al,.

2001; Murtaugh et al,. 2002b), demonstrando que a recombinacdo gendmica contribui
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para a variacdo das estirpes de campo (Murtaugh et al,. 2010) sendo, porém, a
frequéncia destas recombinagdes mais baixa (Shi et al,. 2010a).

A maioria das recombinagfes naturais identificadas diz respeito apenas a
alteragcbes de sequéncias simples e individuais, e ndo novas estirpes recombinantes
(Murtaugh et al,. 2001; Forsberg et al,. 2002; Fang et al,. 2007; Li et al,. 2009; Shi et
al,. 2010a). Em alternativa, os atuais estudos podem subestimar a avaliacdo da
recombinag¢do no campo devido as limitagdes na vigilancia (focalizado apenas numa
curta por¢cdo do genoma da ORF5 & ORF7) ou na falha da metodologia. A delecao
e/ou insercdo de nucledtidos, que tém sido observadas nas sequéncias que codificam
as proteinas ndo-estruturais e estruturais, sdo também evidéncias da recombinacao
genética (Murtaugh et al,. 2010).

A modificagdo do genoma do PRRSV pode ser devida, no entanto, a
mecanismos nao virais. Como a replicacéo viral ocorre no hospedeiro, ou seja, no
citoplasma dos macrofagos dos suinos, a presenca de bases de ribonucleétido ndo
padrdo, que contém modificagbes simples ou complexas, podem comprometer o
emparelhamento das bases complementares durante a replicacdo. Isto explica a
elevada incidéncia de substituicdo de nucledtidos que caracteriza a replicagdo do ARN
(Murtaugh et al,. 2010).

Os vertebrados possuem mecanismos de modificagdo nucleotidica necessaria
para a producdo proteica e, aparentemente, para defesa contra infe¢bes virais. A
desaminacdo da citosina em uracilo através da enzima AID (activation-induced
deaminase) é fundamental na diversificacdo de anticorpos nos vertebrados. A proteina
APOBEC (apolipoprotein B editing catalytic polypeptide) limita a replicacéo viral numa
grande variedade de virus e desamina os substratos de ARN e ADN (Hughes et al,.
1996; Bishop et al,. 2004; Franca et al,. 2006; Murtaugh et al,. 2010). Nos suinos, a
maioria das proteinas APOBEC3 localizam-se no citoplasma, possibilitando que
mutacdao induzida pelo hospedeiro seja também responsavel pela evolucdo do PRRSV
(LaRue et al,. 2008). Por outro lado, Tanaka et al,. (2006) referem que a expressao da
APOBEC3G em humanos ¢é induzida pelo interferdo a indicando que a desaminagéao
da citosina € em parte induzida por interferdes da resposta imunitaria antiviral inata.
Deste modo, evolucdo do PRRSV € também influenciada pela resposta imunitaria
antiviral (Murtaugh et al,. 2010).

O PRRSV é um virus dindmico na natureza, estando em continua e rpida
evolugdo. A presenca de recombinacdes na andlise de sequéncias especificas do
genoma, a observacdo direta em culturas celulares ou em animais, e a ocorréncia
frequente de inser¢cbes ou delegbes, juntos, indicam que a recombinacdo € um

mecanismo importante para diversidade genética do virus. Apesar da ocorréncia de
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falhas na replicacdo viral ser a melhor explicacdo da diversificacdo do PRRSV, as
influéncias dos mecanismos especificos de modificacdo dos ribonucleotidos anti-
PRRSV sdo do mesmo modo importantes. O PRRSV poderd ter mecanismos que
permitam combater os mecanismos de defesa do hospedeiro, permitindo a sua
sobrevivéncia e variagcdo genética (Murtaugh et al,. 2010). No entanto, existem poucos
estudos direcionados para a compreensdo da interagcdo entre o PRRSV e o
hospedeiro, com o objetivo do sucesso da recombinacdo (Kappes et al,. 2015).

2.4.2. Diversidade fenotipica e genotipica

A réapida evolugdo do PRSSV resulta numa enorme diversidade de estirpes com
diferentes graus de patogenicidade. Desde o aparecimento do PRRS nos Estados
Unidos da América em 1987 (Keffaber, 1989), foram surgindo novos virus distintos do
protétipo VR-2332 norte-americano (Collins et al,. 1992). Na Europa, observaram-se
manifestacdes da doenca semelhantes as da América. No entanto, foram observadas
diferencas antigénicas entre os virus isolados de diferentes paises europeus, estes
que eram substancialmente diferentes dos virus isolados nos Estados Unidos e
Canada (Paton et al,. 1991; Albina et al,. 1992; Hopper et al,. 1992; Plana Duran et al,.
1992; Wensvoort et al,. 1992; Drew et al,. 1995).

A sequenciacdo do genoma do PRRSV confirmou as diferencas antigénicas. Na
andlise da sequéncia que codifica a glicoproteina GP5, os virus europeu e norte-
americano revelaram apenas 55% de homologia (Murtaugh et al,. 1995), resultando na
classificacdo de dois genotipos diferentes, os atuais PRRSV Tipo 1 e o PRRSV Tipo 2.
As estirpes variantes do PRRSV Tipo 2 diferenciavam-se entre si aproximadamente
10% no seu gendtipo (Murtaugh et al,. 1995; Andreyev et al,. 1997; Meng, 2000; Dee
et al,. 2001b). As estirpes variantes do PRRSV Tipo 1 eram consideradas menos
heterogénicas (Suérez et al,. 1996; Indik et al,. 2000) até que foi comprovada que as
estirpes europeias possuiam diferengas genéticas semelhantes ou superiores (2-90%
de homologia) (Stadejek et al,. 2002). Estas variagbes refletem o grau de
patogenicidade causado por diferentes estirpes (Halbur et al,. 1995; 1996a).

Alguns exemplos de casos que demonstram a diversidade do PRRSV séo a
variante “atipica” que surgiu no lowa, E.U.A., nos anos 90 (Meng et al,. 1996a;
Mengeling et al,. 1998), o aparecimento de uma nova classe de PRRSV chamada
MN184, no Minnesota, E.U.A.,, em 2001 (Han et al,. 2006) e o PRRSV Tipo 2
altamente patogénico (highly-pathogenic PRRSV — HP-PRRSV) que surgira em 2006
na China e posteriormente na maioria dos paises asiaticos (Tian et al,. 2007). Desde o
aparecimento do PRRS, tém surgido exemplos episédicos de virus bastante virulentos

em diferentes regides do mundo, sendo o resultado de divergéncias do genoma do
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PRRSV significativas, desde inser¢des ou delecbes no NSP2 (Brockmeier et al,. 2012)
a sequéncias recombinadas (Shi et al,.2013).

A diversidade fenotipica e genotipica do PRRSV é o resultado da persisténcia,
replicacdo e recombinacdo do prOprio virus, obtendo assim um genoma viral
extramente flexivel. O virus consegue assim permanecer no hospedeiro,
ultrapassando as tentativas de erradicac@o por parte da resposta imunitaria do suino,

vacinacgao ou outros meios.
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3. EPIDEMIOLOGIA

3.1.Distribuic&o geogréfica

A PRRS encontra-se presente na maioria dos paises com atividade suinicola,
havendo apenas algumas significantes exce¢des. Na Europa, paises como a Suécia,
Noruega, Finlandia e Suica encontram-se livres da doenca. Na Oceéania, a Nova
Caledbnia, Nova Zelandia e Austrdlia sdo paises que estdo também livres da doenca.
Na América do Sul, o Brasil, a Argentina, Cuba e algumas areas das Caraibas, sédo
também considerados livres da PRRS. A prevaléncia de infecdo pelo virus de campo
nos diversos paises onde existe a doenca ainda ndo foi determinada. Mas € estimado
que, nas regibes com elevada densidade de suinos infetados, cerca de 60% a 80%
dos efetivos apresente seroconversdo. Por outro lado, o calculo da seroprevaléncia
pode revelar-se complicado devido a presenca de anticorpos derivados da vacina,
indistinguiveis nas serologias (Zimmerman et al,. 2012).

3.2. Espécies sensiveis

Cada espécie da familia Arteriviridae infeta apenas uma espécie animal,
contrariamente a alguns virus da familia Coronaviridae (Hilgenfeld and Peiris, 2013).
Deste modo, foram determinadas varias espécies as quais o0 PRRSV nao afeta, como
o rato e a ratazana (Rosenfeld et al,. 2009) e nao foi encontrada qualquer evidéncia de
replicacdo do PRRSV em espécies como o céo, gato, guaxinins, pardal ou estorninho
(Wills et al,. 2000a). Contudo, nas observagdes de Zimmerman et al,. observou-se que
0 pato-real (Anas platyrhynchos) é sensivel ao virus (Zimmerman et al,. 1997), assim
como os suinos selvagens (Albina et al,.2000; Wyckoff et al,. 2009).

O PRRSV nao é infeccioso para humanos, ndo sendo uma zoonose e nao

possui significancia para a saude publica (Zimmerman et al,. 2012).

3.3. Transmissao
O PRRSV é transmitido tanto horizontalmente (infecdo de porco para porco)

como verticalmente.

3.3.1. Transmissao horizontal

A transmissao horizontal do PRRSV ocorre através do contato direto ou indireta
entre suinos. A transmissdo do PRRSV através do contato direto entre suinos ocorre
entre populagBes e dentro da mesma populagdo suina com animais infetados. Essa
transmiss@o ocorre através das secregfes e excrecdes incluindo saliva, secrecdes

nasais, sangue, urina, sémen e ocasionalmente fezes (Rossow et al,. 1994a; Swenson
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et al,. 1994; Christopher-Hennings et al,. 1995; Wills et al,. 1997a). O virus pode ser
também excretado por secre¢des da glandula mamaria em fémeas gestantes
sensiveis quando infetadas no final da gestacao (Wagstrom et al,. 2001).

A transmissdo do PRRSV através do sémen € uma preocupacao atual devido
ao uso extensivo da inseminagéao artificial. O PRRSV infeccioso e o0 ARN do PRRSV
foram detetados em estudos onde foram infetados experimentalmente varrascos a
partir dos 43 e 92 dias pos-infecdo, respetivamente (Swenson et al,. 1994;
Christopher-Hennings et al,. 1995).

O PRRSV é um virus persistente e esta caracteristica resulta numa infe¢céo na
qgual o virus esta presente em niveis baixos nos animais infetados. O mecanismo que
permite ao virus evadir-se da resposta imunitaria € ainda desconhecido, mas a
persisténcia do PRRSV é importante na transmisséo viral pois permite que esta seja
longa (Wills et al,. 1997b; Allende et al,. 2003).

A transmissdo horizontal do PRRSV por contato indireto entre suinos é
igualmente importante. O contato com fomites (objetos contaminados, com destaque
para as botas e a roupa dos trabalhadores, e agulhas contaminadas), com o0s proprios
profissionais e com insetos vetores (moscas e mosquitos) sdo alguns dos exemplos de
transmissao indireta (Otake et al,. 2002a, 2002b; Dee et al,. 2003; Otake et al,. 2004).
Os veiculos de transporte sdo também um potencial meio de transmissdo de PRRSV
(Dee et al,. 2004). A transmissao por aerossois possui imensas formas de dispersao.
Condicdes ambientais como areas de vento fraco com esporadicas rajadas,
temperaturas baixas, elevada humidade relativa do ar e, baixa ou fraca exposicdo
solar contribuem para a transmissdo do PRRSV (Dee et al,. 2010). Este tipo de
transmissdo pode também depender da estirpe do PRRSV. A transmissibilidade do
virus através dos aerossois e a concentracao viral nos aerossoéis dependem da estirpe
presente (Kristensen et al,. 2004; Cho et al,. 2006).

3.3.2. Transmisséo vertical

O PRRSV é transmitido das porcas gestantes virémicas aos fetos através da
placenta, resultando na morte dos fetos ou no nascimento de leitdes enfraquecidos ou
aparentemente normais (Christianson et al,. 1992; Bgtner et al,. 1994). A infe¢do dos
fetos nos dois primeiros ter¢os da gestacao ndo é comum, ocorrendo maioritariamente
no ultimo terco. Isto deve-se ao facto do PRRSV atravessar a placenta mais
eficazmente neste periodo (Christianson et al,. 1993; Mengeling et al,. 1994). A

transmissao é independente da viruléncia da estirpe do PRRSV (Park et al,. 1996).
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3.4. Exposicao ao virus

Os suinos sao infetados por diferentes vias, incluindo a intranasal, oral,
intrauterina, vaginal ou parenteral. A exposi¢cdo parenteral pode ser devida as rotinas
de maneio da exploracdo como o corte de cauda, corte de dentes, tatuagem ou a
administracdo de medicamentos ou vacinas. Do mesmo modo, esta transmisséo pode
ocorrer através da mordedura de um animal infetado, cortes e ou abrasfes causados
pelas intera¢des dos suinos.

A probabilidade de um porco se infetar depende da prépria via de exposicao.
Existem estudos (Benfield et al,. 2000; Hermann et al,. 2005) que estimam que a dose
necessaria para infetar metade dos animais expostos, a Dose Infeciosa 50 (IDsg), para
a via oral e intranasal é 1x10°® TCIDs, e 1x10*° TCIDs,, respetivamente, utilizando a
estirpe VR-2332. Por via inseminaco artificial € de 1x10*° TCIDs,

Por outro lado, a infecciosidade varia entre diferentes estirpes de PRRSV,
sendo que a IDs; para a estirpe MN-184 transmitida via aerossol é de 1x10°2?® TCIDs,,
enquanto a estirpe VR-2332 possui a |Ds, de 1x10%*! TCIDs, (Cutler et al,. 2011).

3.5. Transmissao intra- e inter- exploracdes

Dentro de uma exploracdo, o PRRSV tende a circular no efetivo
indefinidamente devido ao facto da existéncia continua de animais infetados e animais
sensiveis (animais que nasceram, foram comprados ou por suscetibilidade imunitaria).
Da mesma forma, o préprio esquema produtivo da suinicultura contribui para a
transmissdo do virus: os leitbes sado infetados na maternidade por reprodutoras
virémicas, no Utero ou no pés-parto; os leitdes virémicos sdo misturados com animais
sensiveis no desmame e posteriormente na engorda, contribuindo para a infecdo de
uma grande populagéo.

A transmissdo do PRRSV entre exploragfes esta fortemente associada a
proximidade entre exploracdes, encontrando-se em elevado risco de se infetarem
guando estdo proximas de uma exploracdo infetada pelo PRRSV. Esta transmisséo
ocorre atraves de aerossois ou de insetos. O risco de infe¢do diminui & medida que a
distancia entre exploracdes aumenta. Nas observacdes de Le Potier et al,. (1997),
45% das exploracdes suspeitas de terem sido infetadas encontravam-se a menos de
500m da exploracdo infetada, enquanto apenas 2% encontravam-se a 1km de
distancia. Por outro lado, a transmissdo do PRRSV entre exploracdes esta associada
a circulacdo de suinos infetados entre exploracées ou a comercializacdo de sémen
infetado. Nas observactes de Goldberg et al,. (2000), verificou-se que a similaridade

genética entre os virus isolados ndo se correlacionava com a distancia geogréfica

14



Revisdo Bibliogréafica

entre os mesmos, concluindo-se que a introdugcdo do PRRSV era assegurada pelos

animais ou sémen (Zimmerman et al,. 2012).

Entred4a 7 Porcas 114 dias Gestagéo
dias
[ | W

3ou4d

semanas
Desmame

Fase do
Desmame

6
semanas

Fase de
Engorda

Leitoes
desmamados

14 /15
semanas

Abate

Aproximadamente
100kg de peso vivo

Figura 2. Ciclo produtivo em suinicultura intensiva.
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4. PATOGENIA, FORMAS CLINICAS E QUADRO LESIONAL
4.1.Replicag&o no hospedeiro

Apébs a inoculacdo do PRRSV, a replicacdo viral inicial ocorre primariamente
nos macréfagos locais e, posteriormente propaga-se rapidamente para os 0Orgaos
linfoides e pulmdes. Pode propagar-se para outros tecidos, porém, com menor
frequéncia. (Zimmerman et al,. 2012). As estirpes mais virulentas causam viremia em
12h em alguns porcos e em 24h em todos 0s porcos apés a inoculacdo. O virus atinge
0 pico maximo no soro, nos linfonodos ou nos pulmdes em 7 a 14 dias, com titulos de
1x10%-10° TCIDso/ml de soro ou grama de tecido (Zimmerman et al,. 2012).

A infec&o inicia-se quando ocorre a ligacdo dos viribes com células sensiveis
gue exibam a glicoproteina recetora CD169 (Sialoadesina) e a glicoproteina
transmembranar CD163. A Sialoadesina liga-se ao PRRSV, 0 que desencadeia a
endocitose mediada por Clatrina (Kreutz and Ackermann, 1996; Duan et al,. 1998;
Nauwynck et al,. 1999; Vanderheijden et al,. 2003;). A proteina M e o complexo M-GP5
da membrana viral sdo responsaveis pela ligacéo inicial ao recetor (Delputte et al,.
2002). No entanto, a conexdo do PRRSV est4 dependente da ligacdo acido-sialico a
imunoglobulina tipo N-terminal da sialoadesina, sendo que os 4&cidos sialicos
presentes na superficie dos viribes sdo essenciais na infecdo do PRRSV (Delputte et
al,. 2004, 2007).

Apos a entrada do virus através dos endossomas, o genoma viral € langado no
citoplasma através uma reacdo mediada pelo recetor CD163, estando envolvido num
processo de desencapsulamento do virus (Van Gorp et al,. 2008; 2009). Outros
mecanismos como a diminuicdo do pH e a atividade das protéases estdo também
envolvidos (Nauwynck et al,. 1999; Misinzo et al,. 2008).

Assim que o0 genoma viral entra no citoplasma, as ORFla e ORF1b desse
mesmo genoma sao traduzidas para produzir as duas poliproteinas, as ppla e pplab,
sendo estas as percursoras das 14 NSP’s, como ja referido anteriormente (Fang and
Snijder, 2010). A maioria, se ndo todas, das NSP’s estdo envolvidas no complexo de
replicagdo e transcricdo (replication and transcription complex — RTC). O RTC é
responsavel pela amplificacdo do genoma (replicacdo) e sintese do sg mMARN
(transcricdo) (Fang and Snijder, 2010). S&o produzidas seis grandes sg mARN’s,
através das quais sao traduzidas as 8 ORF’s, presumivelmente utilizando cada sg
MARN na translacdo de uma ou duas ORF’s (Conzelmann et al,. 1993; Meng et al,.
1996b). Estas ORF’s codificam as proteinas estruturais, ja referidas anteriormente,

que constituem o virido infecioso.
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Numa dultima fase da replicacdo viral, grandes quantidades da proteina N
associam-se ao ARN gendmico sintetizado, formando a nucleocapside (Tijms et al,.
2002) e posteriormente adquire as 6 proteinas do involucro viral (E, M e a GP2 & GP5)
(Snijder et al,. 2013). Finalmente os viribes formados acumulam-se nos
compartimentos intracelulares e sdo libertados para o espaco extracelular via
exocitose (Dea et al,. 1995).

A replicagdo do PRRSV ocorre predominantemente em células como
macroéfagos alveolares pulmonares (MAP) e macrofagos intravasculares pulmonares
(MIP) nos pulmbes (Wensvoort et al,.1991; Thanawongnuwech et al,.1997a) e os
macréfagos nos tecidos linfoides (Duan et al,. 1997a). Deste modo, os titulos mais
altos sdo encontrados nesses tecidos durante a infecdo aguda. Para que ocorra a
replicacdo, as células infetadas necessitam de ser maduras e ativadas (Molitor et al,.
1996; Duan et al,. 1997b; Thacker et al,. 1998). De acordo com as observacgfes de
Mengeling et al,. (1995) e Thanawongnuwech et al,. (1998), os MAP ou MIP colhidas
de animais jovens demonstraram maior numero de replicacdo de virus,
comparativamente a animais mais velhos. Do mesmo modo, quando porcos jovens e
mais velhos sdo inoculados pela mesma estirpe de PRRSV, 0s animais jovens
replicam e excretam o virus em gquantidades superiores (van der Linden 2003; Cho et
al,. 2006).

O antigénio e/ou acido nucleico viral é também encontrado nos macréfagos
perivasculares e intravasculares do coragéo, do cérebro, do rim e de outros locais. Por
outro lado, embora menos frequente, é também encontrado no epitélio alveolar,
bronquial e nasal, endotélio, fibroblastos, espermatides e espermatécitos (Pol et al,.
1991; Magar et al,. 1993; Halbur et al,. 1995, 1996; Rossow et al,. 1996a;
Thanawongnuwech et al,.1997a).

Geralmente, a doenca clinica e as les6es surgem nos locais onde a carga viral
€ maior, sendo aos 7-14dias nos pulmdes e linfonodos. A replicagdo viral nos
macrofagos dos pulmdes e nos tecidos linfoides induz lesGes através de diversos
mecanismos, incluindo a apoptose celular (das células infetadas e das células
proximas), inducdo de citocinas inflamatdrias, de ativacao de linfécitos B policlonais e
reducdo da atividade antibacteriana dos macrofagos que resulta no aumento da

suscetibilidade para septicemia (Zimmerman et al,. 2012).

4.2. Sinais clinicos
A apresentacdo clinica da PRRS varia entre exploracdes, desde quase
assintomatica a arrasadora, sendo influenciada pela viruléncia do virus, estado

imunitério e suscetibilidade do hospedeiro, presenca de coinfeccbes e outros fatores
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de maneio (Blaha, 1992; White, 1992a). Estirpes de pouca viruléncia causam infecdes
subclinicas enquanto estirpes altamente virulentas causam infe¢des clinicas graves,
surgindo de diferentes formas, dependendo do estado imunitario do efetivo (Morrison
et al,. 1992). De acordo com Martinez-Lobo et al,. (2011), o PRRSV Tipo 2 € mais
virulento a nivel respiratério que o PRRSV Tipo 1.

Os episodios epidémicos ocorrem quando o PRRSV entra numa exploracao
sensivel e todas as idades sdo afetadas. Relativamente aos casos endémicos,
ocorrem em efetivos que tem a imunidade homogeneizada para o PRRSV,
observando-se manifestagdo clinica em subpopula¢des sensiveis, normalmente em
animais em que a imunidade maternal diminui (no caso dos leites), na entrada de
novas porcas na exploracdo ou porcas que ndo se infetaram durante o surto, assim

como as suas ninhadas que sao infetadas congenitamente (Zimmerman et al,. 2012).

4.2.1. Infecdo epidémica

A primeira fase de uma epidemia da PRRS dura cerca de 2 ou mais semanas.
Inicia-se em uma ou mais fases da exploracdo e dissemina-se rapidamente por todo o
efetivo em 3 a 7 dias. Caracteriza-se pela anorexia e letargia em 5 a 75% dos animais
de todas as idades devido a viremia. Os animais ficam também febris, com
temperatura retal de 39° a 41°, hiperpneicos e dispneicos, anoréticos por 1 a 5 dias
(Zimmerman et al,. 2012) e adquirem descoloragédo vermelha/azul nas extremidades
(Figura 3) (Karniychuk et al,. 2013).

Figura 3. Sequelas de necrose auricular em suinos de engorda.

Legenda: observar a necrose bilateral nos pavilhdes auriculares em suinos na fase inicial de
crescimento/engorda apds um surto provocado por PRRSV o qual foi detetado por PCR e a

evolucdo acompanhada por teste ELISA.
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A segunda fase comeca apds ou mesmo antes do final da primeira fase,
durando aproximadamente 1 a 4 meses. E caracterizada por problemas reprodutivos,
principalmente em porcas virémicas no seu Ultimo terco da gestacdo e pela elevada
mortalidade em leitBes pré-desmame. Quando a performance reprodutiva e a
mortalidade pré-desmame voltam aos niveis normais, a infecdo endémica continua na

maioria das exploragdes (Zimmerman et al,. 2012).

4.2.1.1. Porcas

Durante a fase aguda, 0s sinais clinicos sdo maioritariamente caracterizados
por descoloragéo azulada/avermelhada da vulva, abortos tardios, partos prematuros e
0 nascimento de ninhadas de leitdes vivos, nados-mortos e fetos em diferentes
estados de mumificagdo (Terpstra et al,. 1991; Hopper et al,. 1992; Mengeling et al,.
1994; Done and Paton, 1995). Também pode observar-se, de forma menos frequente,
agalaxia (Hopper et al,. 1992), incoordenacdo (de Jong 1991), e/ou manifestacao
dramatica de doencgas endémicas como sarna sarcoptica, rinite atréfica, cistite ou
pielonefrite (White, 1992a).

Os problemas reprodutivos comegcam aproximadamente 1 semana ap0s a
infecdo e continuam até 4 meses, havendo porcas que ndo manifestam sintomatologia
durante este periodo. A reducao da performance reprodutiva no inicio da gestacéo
(baixas taxas de concecao e baixas taxas de fertilidade) pode ser devida a infe¢éo do
PRRSV, durante o surto (Prieto et al,. 2000). Caso a infecdo ocorra a meio da
gestacdo, poderdo ocorrer abortos esporadicos ou surgir pequenos leitdes
mumificados no parto (Christianson et al,. 1993). No entanto, a manifestagéo clinica da
PRRS em porcas é principalmente referida como problemas reprodutivos tardios.
Existem varios estudos (Terpstra et al,. 1991; Christianson et al,. 1992; Lager et al,.
1997; Mengeling et al,. 1994; Kranker et al,. 1998; Mengeling et al,. 1998) que
comprovam que a infe¢do transplacentaria e os problemas reprodutivos tardios estdo
associados a infegdo no ultimo ter¢o da gestacdo. Entre 5% a 80% das porcas tém o
parto aos 100 a 118 dias de gestacao, cujas ninhadas sdo quaisquer combinacoes de
leitdes normais, enfraquecidos, com tamanhos variados e de leitbes mortos, cuja
morte ocorreu antes do parto (fetos autoliticos e fetos parcialmente ou completamente
mumificados) ou intra-parto (Figura 4). Ocorre uma mudanca gradual na
predominancia nos partos, de leitdes que morrem durante o parto e grandes fetos
parcialmente mumificados, para fetos pequenos completamente mumificados,

posteriormente leitdes fracos pequenos e finalmente para leitdes de tamanho e vigor
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normais (Keffaber, 1989; Loula, 1991; White, 1992a). Apés o desmame, as porcas

costumam ter cios retardatarios e baixos indices de concecéo.

Figura 4. Nados-mortos e fetos mumificados

Legenda: Nados-mortos e fetos mumificados de uma porca infetada por PRRS. Adaptado de

Linhares et al,. (2013) com autoriza¢@o do autor Daniel Linhares.

Pode ocorrer mortalidade em porcas em 1 a 4% e é ocasionalmente associada
a edema pulmonar e ou cistite/pielonefrite. (Loula, 1991; Hopper et al,. 1992). Existem
casos descritos com 10 a 50% de abortos em porcas gestantes, até 10% de
mortalidade e existéncia de sinais nervosos como ataxia, “circling” e paralisia
(Epperson and Holler, 1997; Halbur and Bush, 1997).

4.2.1.2. Varrascos

Durante o surto, além dos sinais comuns, os varrascos podem ter a libido
reduzida e ter redugdo da qualidade do sémen (de Jong et al,. 1991; Feitsma et al,.
1992, Prieto et al,. 1994). Ap6s 2 a 10 semanas da infecdo, existe uma reducgdo da
motilidade dos espermatozoides e defeitos no acrossoma (Yaeger et al,. 1993;
Swenson et al,. 1994; Lager et al,. 1996; Prieto et al,. 1996). No entanto, a maior
importancia serd a excrecado do virus pelo sémen, que pode resultar na infe¢do de
porcas (Yaeger et al,. 1993; Swenson et al,. 1994).

4.2.1.3. Leitdes na maternidade
Durante a fase dos problemas reprodutivos, existe uma mortalidade pré-
desmame até aos 60% em leitdes nascidos vivos. Normalmente sdo apaticos, fracos,

magros (Figura 5) e com fome, com postura splaylegged (abducgdo), com hiperpneia
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e/ou dispneia. Sinais menos comuns sao o0s tremores ou o paddling (Keffaber, 1989;
Loula, 1991), anemia e trombocitopenia com consequentes hemorragias do umbigo e
poliartrites e meningites bacterianas (Hopper et al,. 1992; White, 1992a).

Figura 5. Leitdo recém-nascido infetado por PRRSV.

Legenda: Leitdo recém-nascido enfraquecido devido a infecdo pelo PRRSV. Adaptado de

Linhares et al,. (2013) com autorizacdo do autor Daniel Linhares.
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4.2.1.4. Leitdes no desmame e porcos de engorda

Durante esta fase aguda é frequente encontrar sinais como anorexia, letargia,
hiperemia cuténea, hiperpneia e/ou dispneia sem tosse, pélo aspero e de maior
tamanho e reducédo varidvel no ganho médio diario (Figura 6) (Moore, 1990; White,
1992b). Existe uma maior predisposi¢cao para doencas endémicas como meningite por
Streptococcus, salmonelose septicémica, doenca de Glasser (Haemophilus parasuis),
dermatite exsudativa, sarna sarcética e broncopneumonia bacteriana. Do mesmo
modo, ocorre um aumento da mortalidade de 12 a 20% (Moore, 1990; Loula, 1991;
Blaha, 1992; Keffaber et al,. 1992; White, 1992a; Stevenson et al,. 1993).

Figura 6. Comparacéo de leitbes infetados experimentalmente aos 22 dias pos-inoculagdo do
virus VR-2332 (A) e leitbes nao infetados (B).

Legenda: A: grupo de animais infetados experimentalmente aos 22 dias pés-inoculagdo do
virus VR-2332. Apresentam-se heterogéneos, com animais com pior condicdo corporal e
tamanho (seta). B: grupo de animais ndo infetados. Observar a homogeneidade e condicdo

corporal do grupo. Imagem gentilmente cedida por Jeffrey Zimmerman.

4.3. Infecdo endémica

Em exploragBes endémicas, é frequente ver regularmente ou ocasionalmente
surtos agudos tipicos da PRRS em leitbes sensiveis na maternidade e nas fases
posteriores (Keffaber et al,. 1992; Stevenson et al,. 1993) ou em adultos sensiveis
como marras e varrascos de substituicdo, expostos pela primeira vez ao PRRSV ao
entrarem na exploracdo (Grosse-Beilage and Grosse-Beilage, 1992; Dee and Joo
1994, Dee et al,. 1996), ou porcas sensiveis (a manifestacdo nas marras ou varrascos

novos na exploracdo é considerada epidémica). As consequéncias reprodutivas

dependem do nimero de marras/porcas infetadas e do momento da gestacdo em que

22




Revisdo Bibliografica

foram infetadas (Torrison et al,. 1994). Caso as marras se infetem permanentemente
poderdo ocorrer esporadicamente abortos, cios irregulares, marrds ndo prenhas e
falha reprodutiva tardia com ninhadas anormais tipicas do PRRS (White, 1992b). As
marrds que escapam a exposicdo do virus formam uma subpopulacdo sensivel
significativa em varios estados de gestacdo. Nesta situacdo, a PRRS manifesta-se
com mini-surtos periddicos nas marras e, menos frequente, nas porcas (Dee and Joo,
1994).

4.4. Fatores que afetam a gravidade da doenca

A expressao da doenga clinica nédo é totalmente compreendida. Apesar disto, é
conhecido que é afetada por diversos fatores como a viruléncia da estirpe, 0 estado
imunitario e suscetibilidade do hospedeiro, exposicdo a lipopolissacarideos e
coinfec¢des. O maneio (0 esquema de producéo, a regulacdo de temperatura) assim
como a propria arquitetura da exploragdo tém também impacto na expresséo do virus
mas pouco definida.

As estirpes do PRRSV diferem na severidade da sintomatologia respiratéria
(Halburt et al,.1995; van der Linden et al,. 2003) e na severidade da sintomatologia
reprodutiva (Park et al,.1996; Mengeling et al,. 1998). Quanto mais virulenta for a
estirpe do PRRSV, maior sera a quantidade de antigénio encontrado no pulméo e nos
tecidos linfoides e maior serd o pico dos titulos assim como a sua duracdo (Halbur et
al,. 1995, 1996a, 1996b; van der Linden et al,. 2003; Grebennikova et al,. 2004).

A raca dos suinos pode também influenciar a expressao do virus, como foi
demonstrado por Halbur et al,. (1998), demonstrando que existe diferencas
significativas nas lesdes pulmonares, no numero de células pulmonares antigénicas
positivas ao PRRSV, na incidéncia para miocardite e encefalite em racas puras de
Duroc, Hampshire e Meishan, sendo a raca Hampshire mais sensivel ao PRRSV e a
raca Duroc a menos afetada.

Os lipopolissacarideos bacterianos - LPS (endotoxinas) também afetam a
expressao do virus e estdo frequentemente presentes em niveis elevados em
exploragbes com pouca ventilacdo. A inoculacdo experimental intratraqueal da LPS
em animais infetados por PRRSV, quando comparado com outros animais apenas
inoculados com o virus ou com a LPS, provoca sintomatologia respiratéria mais grave,
associada ao aumento temporario de 10 a 100 vezes da Interleucina 1 (IL-1),
Interleucina 6 (IL-6) e TNF-a, mas sem diferencas nas les6es microscopicas ou
macroscépicas no pulmdo ou no numero de células inflamatdrias na lavagem

broncoalveolar (Labarque et al,. 2002; van Gucht et al,. 2003).
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Por outro lado, a PRRS torna os suinos mais sensiveis a doencgas bacterianas
ou viricas e possui um efeito sinergético para algumas doencas, agravando a
sintomatologia. A infe¢@o congenital ou pds-parto com o PRRSV torna os animais mais
sensiveis a septicemias com Streptococcus suis (Galina et al,. 1994; Feng et al,.
2001). A infecdo de leitbes desmamados pelo PRRSV torna-os mais sensiveis a
broncopneumonias por Bordetella bronchiseptica (Brockmeier et al,. 2000), devido a
reducdo da habilidade de matar bactérias pelos MAP’s (Thanawongnuwech et al,.
1997b). Do mesmo modo, o PRRSV aumenta a incidéncia e severidade da
salmonelose apos a inoculagdo com Salmonella choleraesuis (Wills et al,. 2000b). A
infecdo do PRRSV aumenta também a replicagcdo do Circovirus suino do tipo 2
(Porcine Circovirus type 2 — PCV2), resultando no agravamento da sintomatologia
respiratdria da PRRS, assim como a sintomatologia do PCV2 associada ao Sindrome
do emagrecimento progressivo péds-desmame (Porcine multisystemic wasting
syndrome — PMWS) (Allan et al,. 2000; Harms et al,. 2001). Outros estudos (van Reeth
et al,. 1996; Thacker et al,. 1999; van Reeth et al,. 2001; Shibata et al,. 2003)
demonstraram o mesmo efeito, causando maior severidade da doenga comparando
com a infecdo simples. Incluem Mycoplasma hyopneumoniae, Coronavirus

respiratorio, virus da Influenza suino e doenca de Aujeszky.

4.5. Lesbes

As lesbes sdo semelhantes em todas as idades e a sua gravidade e
distribuicao estdo diretamente relacionadas com a viruléncia do virus infetante (Done
and Paton, 1995; Halbur et al,. 1996b). As lesdes macroscoépicas e microscopicas sao
constantemente observadas nos pulmdes e nos linfonodos desde os 4 aos 28 dias
apoés a infecdo. Em outros 6rgdos como no rim, cérebro, coracdo e em outros locais
(em macréfagos perivasculares e intravasculares e em células endoteliais), sdo
apenas observadas les6es microscopicas apds 7 a 14 dias, porém, de forma menos
regular. S&o também encontradas lesdes no Utero de porcas gestantes, ap0s 0s
distarbios reprodutivos, e nos testiculos de varrascos (Zimmerman et al,. 2012).

Nos pulmdes, ocorre pneumonia intersticial desde os 3 aos 28 dias apos a
infecdo, sendo mais grave entre os 10 a 14 dias (Figura 7). Em lesdes ligeiras, estas
observam-se no pulm&o cranial ou distribuidas de forma difusa, o parénquima
encontra-se ligeiramente firme, ndo colapsado, com manchas cinzentas e hiumido. Em
lesbes mais graves, as lesdes encontram-se distribuidas de forma difusa. O
parénquima encontra-se avermelhado, de forma difusa ou as manchas, nao
colapsado, firme e humido. A nivel microscopico, o septo alveolar encontra-se

espessado por macrofagos, linfécitos e plasmdcitos e podera estar revestido por
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pneumacitos hiperplasicos do tipo 2. O alvéolo pode conter macréfagos necrosados,
detritos celulares e fluido seroso. No campo, as lesGes pulmonares causadas pela
PRRS séao frequentemente complicadas ou mascaradas por lesdes de coinfecgbes de
doencas bacterianas ou virais (Zimmerman et al,.2012).

Figura 7. Pulméo de suino infetado por PRRSV.

Legenda: A: Pneumonia; B: Plum&o de suino infetado por PRRSV com infe¢do secundaria:
pneumonia com aderéncias a parede costal (seta), compativel com A. pleuropneumoniae.

Adaptado de Linhares et al,. (2013) com autorizacdo do autor Daniel Linhares.

Nos linfonodos (Figura 8), as lesfes séo observadas 4 a 28 dias apos a infegédo
(Dea et al,. 1992; Halbur et al,. 1995; Rossow et al,. 1995), estando aumentados 2 a
10 vezes, na maioria dos suinos infetados. Apés a infecdo, tornam-se edemaciados,
palidos e moderadamente firmes. Posteriormente, tornam-se mais firmes. Pode haver
a formacdo de quistos de 2 a 5mm de didmetro na zona cortical, embora ndo seja
comum. As lesbes microscOpicas ocorrem predominantemente nos centros
germinativos, no cortex, encontrando-se necréticos no inicio da infecédo.
Posteriormente, 0s centros germinativos encontram-se aumentados e repletos de
linfécitos imaturos (Rossow et al,. 1994b, 1995). Lesbes microscopicas como necrose,
destruicdo e/ou hiperplasia linfoide podem ser observadas no timo, no revestimento
linfoide periarteriolar do baco, e nos foliculos linfoides nas amigdalas e placas de
Peyer (Pol et al,. 1991; Halbur et al,. 1995).
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Figura 8. Linfadenopatia de leitdo infetado com 6 semanas pds-desmame.

Legenda: Ganglios linfaticos inguinais superficiais hipertrofiados de leitdo com apresentacgédo de
sintomatologia clinica de PRRS. Adaptado de Linhares et al,. (2013) com autoriza¢do do autor

Daniel Linhares.

No coragdo, aos 9 dias apo6s a infegcdo, podem desenvolver-se vasculites
linfohistiociticas multifocais ligeiras ou moderadas. E menos frequente ocorrer necrose
fibrilar do miocardio ligeira e revestimento linfocitico das fibras de Purkinje (Rossow et
al,. 1994a, 1995; Halbur et al,. 1995) No sistema nervoso, pode observar-se
leucoencefalite ou encefalite linfohistiocitica ligeira no cérebro, cerebelo e/ou no tronco
cerebral aos 7 dias apdés a infecdo. Ocorre também o revestimento dos vasos
sanguineos por linfécitos e macréfagos, e gliose multifocal. (Collins et al,. 1992;
Rossow et al,. 1995; Halbur et al,. 1996b; Thanawongnuwech et al,. 1997a). A nivel
renal, observa-se ocasionalmente agregados linfohistiociticos periglomerulares e
peritubulares dos 14 aos 42 dias apés a infecao (Rossow et al,. 1995; Copper et al,.
1997).

No Uutero, as lesdes microscépicas sdo frequentes em porcas gestantes,
observando-se edema do miométrio e/ou endométrio com linfocitos na zona
perivascular. Em varios estudos (Christianson et al,. 1992; Stockhofe-Zurwieden et al,.
1993; Lager and Halbur, 1996) encontram-se descritas miometrites, endometrites,
placentites e vasculites segmentais em pequenos vasos e microseparagdo entre o
endométrio e os trofoblastos placentdrios em porcas infetadas experimentalmente e
naturalmente. Nos machos, observa-se a atrofia dos tubulos seminiferos 7 a 25 dias
apos a infecdo (em machos com 5 a 6 meses de idade) (Zimmerman et al,. 2012).

Na ocorréncia de partos prematuros entre os 100 dias de gestacéo e a data do
parto, com leitdes de diferentes tamanhos, fracos, nados-mortos e/ou mumias, deve
suspeitar-se da presenca da PRRS. A maioria das lesdes dos fetos ndo sado
especificas, sendo dificil encontrar achados especificos para o PRRSV. Por exemplo,

26



Revisdo Bibliografica

os leitbes mortos estdo frequentemente cobertos por um fluido castanho (fluido
amnionico e meconico), um achado ndo especifico que sugere hipoxia ou stresse do
feto (Lager rand Halbur, 1996).

E frequente encontrar lesdes em leitdes recém-nascidos infetados pelo
PRRSV, que acabaram por morrer ou foram sacrificados. Observam-se lesdes
macroscopicas como o0 edema perirenal, edema do ligamento esplénico, edema
mesentérico, ascite e hidrotérax (Dea et al,.1992; Plana Duran et al,. 1992; Lager and
Halbur, 1996). As lesBes microscopicas incluem arterites segmentais e periarterites no
pulméo, coragdo e rim, pneumonia intersticial multifocal com hiperplasia ocasional dos
pneumacitos do tipo 2, hepatite periportal ligeira, miocardite com perda das fibras
miocardicas e leucoencefalite multifocal (Plana Duran et al,. 1992; Lager and Halbur,
1996; Rossow et al,.1996b; Sur et al,.1997).

Apesar das lesfGes descritas, a auséncia de lesGes microscépicas graves nos
6rgaos internos de fetos abortados ou nados-mortos levanta a questdo de qual o
mecanismo que leva aos problemas reprodutivos (Mengeling et al,. 1994; Lager et al,.
1996; Rossow et al,. 1996b). De acordo com Rossow (1998), a morte fetal podera
dever-se as lesdes causadas pelo virus no Utero e na placenta, tendo sido o virus
demonstrado por Stockhofe-Zurwieden et al,. (1993) no endométrio e na placenta de
porcas infetadas.

Um achado menos comum, mas altamente sugestivo para uma infecdo por
PRRSV é o alargamento do cordao umbilical até 3 vezes o didmetro normal, causado

por vasculite necrosupurativa e linfo-histiocitaria segmentar (Lager and Halbur, 1996).

4.5.1. Lesdes singulares descritas na Asia

Em 2006, surgiu um surto epidémico de PRRS causado por uma estirpe
variante do PRRSV do tipo 2, denominada HP-PRRSV (Highly Pathogenic Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus), no este da China, caracterizado pela
elevada morbilidade (febres altas em 50 a 100% dos animais) e elevada mortalidade
(20 a 100%), afetando 2 milhdes de porcos (Li et al,. 2007; Tian et al,. 2007).

Além das lesdes tipicas da PRRS, foram observadas outras lesdes néo
encontradas anteriormente como petéquias e equimoses no cortex renal, na capsula
hepatica e na pleura visceral. Foram também observados enfartes esplénicos e
hematiria mas menos frequentemente. No entanto, na inoculacdo experimental
usando o virus isolado de exploracdes infetadas, foram apenas observadas as lesfes
tipicas de PRRS. Assim, ndo se concluiu se esta nova sintomatologia seria devido ao

HP-PRRSV ou devido a coinfeccdes, ja que os relatos descreviam a presenca de
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coinfecgcdes com Streptococcus spp., Escherichia coli, Haemophilus parasuis, entre
outros (Li et al,.2007; Tian et al,. 2007, Zhou et al,. 2008).

5. IMUNIDADE

A PRRS induz uma resposta do sistema imunitario dos suinos, conferindo
protecdo imunitéria, apesar de possuir um desenvolvimento lento. Esta protecéo
imunitaria é a base para a erradicacdo do PRRSV em explora¢cdes infetadas, que
iniciam processo de encerramento da exploracdo (Herd Closure). Estes processos
consistem em expor 0s animais ao virus por inoculagdo ou por vacinagdo com vacina
viva modificada e ndo séo introduzidos animais na exploragdo por um periodo ndo
inferior a 6 meses (Schaefer and Morrison, 2007; Yeske, 2009; Zimmerman et al,.
2012). Para que se desenvolva uma prote¢cdo imunitaria, os animais tém que ser
expostos ao virus vivo. O mesmo ndo acontece quando é utilizado o virus morto,
proteinas de subunidades ou outras vacinas experimentais que nao contenham o
PRRSV vivo. Ainda é desconhecido o que confere a prote¢do imunitaria, apesar dos
estudos extensivos realizados (Zimmerman et al,. 2012). A suscetibilidade ao PRRSV
diminui com a idade, sendo que as porcas mais velhas sdo substancialmente mais

resistentes que leitdes desmamados (Klinge et al,. 2009).

5.1. Respostalmunitaria a infecao por PRRSV

5.1.1. Imunidade inata

A resposta imunitaria inata do hospedeiro desempenha um papel crucial no
inicio da infecdo. Os recetores de reconhecimento de ARN viral do hospedeiro,
incluindo o RLR (Retinoic-acid-inducible gene-I-like receptors), levam a ativacdo dos
Fatores Reguladores do Interferdo 3 e 7 (Interferon Regulatory Factor — IRF) e NF-kB
e consequente inducédo de Interfer6es (IFN) do tipo 1 (IFN-a e IFN-B) e expresséo de
citoquinas inflamatorias. Os IFN do tipo 1 sdo cruciais na resposta imunitéria inata em
infecBes virais (Heil et al,. 2003; Kawai et al,. 2006; Takaoka et al,. 2006; Gonzalez-
Navajas et al,. 2012).

5.1.1.1. Interferéncia do PRRSV na inducéo do IFN

O PRRSV é sensivel aos IFN do tipo 1 in vivo, confirmado nas observagdes de
Brockmeier et al,. (2009). A presenca de IFN-a durante a infecdo por PRRSV altera a
resposta imunitaria inata e adaptativa. No entanto, o PRRSV possui mecanismos

inibitérios na sintese do IFN do tipo 1 em suinos e na expressdao de citoquinas
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inflamatérias (Luo et al,. 2008; Beura et al,. 2010; Chen et al,. 2010; Sun et al,. 2010).
Verifica-se que a infegdo por PRRSV nos MAP’s ndo induz a producédo de IFN-a
(Albina et al,. 1998).

5.1.1.2. Proteinas virais inibitorias da inducdo do IFN e da sua
sinalizacao

As proteinas virais NSP1, NSP2, NSP11 e N s&o antagonistas da inducéo de
IFN. As subunidades da NSP1 (NSP1a e NSP1B), que se localizam
predominantemente no nucleo celular, inibem a traducdo do IFN-B. A NSP2 inibe a
inducdo de IFN através do bloqueio da ativacdo da IRF3 e inibe a funcdo antiviral do
gene 1ISG15. A NSP11, uma endonuclease, é também antagonista da indugédo do IFN.
A proteina N inibe também a inducéo do IFN-B interferindo na ativagado da IRF3. O
complexo de NSP’s é sintetizado anteriormente a proteina N, sugerindo que as NSP’s
e a N participam em diferentes fases da replicacdo viral (Beura et al,. 2010; Chen et
al,. 2010; Sun et al,. 2010; Sagong and Lee, 2011; Sun et al,. 2012a).

Apés a sua ativacao, o IFN possui a funcdo de se conectar com 0 seu recetor
na superficie das células e ativar a via JAK/STAT, resultando na traducéo dos ISG’s
(IFN-Stimulated Genes), cujos produtos dessa traducdo possuem numerosas fungdes
antivirais como por exemplo, interferir no ciclo do virus (Darnel et al,. 1994; Schoggins
et al,. 2011). O PRRSV inibe este mecanismo, suprimindo o sinal JAK/STAT gerado
pelo IFN em células MARC-145 ou MAP ou inibe a propria expressao dos ISG’s (Patel
et al,. 2010; Wang et al,. 2013a, 2013b). A NSP1( esta fortemente presente neste
processo, sendo que é responsavel pela degradacdo da KNAP1 (Karyopherin-alphal)
que é responsavel pela entrada do STAT1 no ndcleo celular (Sun et al,. 2012b). As
outras proteinas virais também demonstram capacidade de inibir o sinal do IFN (Wang
et al,. 2013a).

5.1.1.3. Efeito da variabilidade de estirpes e celular

Ao infetar diferentes tipos de células, o PRRSV pode ter diferentes efeitos
supressivos na inducao do IFN. Em células dendriticas derivadas de monécitos (Mo-
DC), o PRRSV induz a transcricdo de IFN-a e IFN-B. No entanto, nao foi detetado IFN-
a no sobrenadante, sugerindo haver um bloqueio pds-transcrigdo (Zhang et al,. 2012).
Em células MARC-145, a infecdo do PRRSV interfere na via RLR (Luo et al,. 2008).
Em células dendriticas plasmocitdides, uma variedade de estirpes de PRRSV Tipo 1 e
Tipo 2 permitem a inducdo do IFN, ndo sendo necessario um virus vivo (Baumann et
al,. 2013).
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Entre estirpes de PRRSV, a variabilidade na indu¢cdo do IFN em culturas
celulares sugere a impossibilidade de generalizar a resposta inata na infegcdo por
PRRSV (Lee et al,. 2004). Num estudo envolvendo 6 estirpes de PRRSV (VR-2385,
Ingelvac PRRS MLV, VR-2332, NVSL97-7895, MN184 e Lelystad virus), apenas a
MN184 néo inibiu a atividade do IFN em células MARC-145. Nesse mesmo estudo,
usando células MAP’s, todas inibiram a inducdo do IFN exceto as estirpes Ingelvac
PRRS MLV e NVSL97-7895. (Wang et al,. 2013a).

Estas diferentes interacdes podem explicar a diversidade de respostas entre o
hospedeiro e o virus assim como as respostas imunolégicas mas o papel da resposta
imunitaria inata para o PRRSV é ainda desconhecido. No entanto, as respostas
imunitarias inatas in vivo poderdo servir como biomarcadores precoces da infecao
(Gnanandarajah et al,.2008; Xiao et al,. 2010).

5.1.2. Imunidade humoral

Ao entrarem em contato com o PRRSV, surge a resposta humoral contra
diversas estruturas virais ou NSP’s aproximadamente 1 semana pos-infecdo (de Lima
et al,. 2006; Johnson et al,. 2007; Brown et al,. 2009). Normalmente, as
imunoglobulinas M (IgM) sé@o detetadas ao 5° dia, atingindo o seu pico ao 7° dia. As
imunoglobulinas G (IgG) surgem posteriormente, ao 7° dia e obtém o pico aos 30 a 50
dias apos a infecdo. Este periodo pode ser muito variavel, dependendo da estirpe em
causa e da carga viral a que os animais foram expostos. As IgM persistem por 21 a 28
dias ap6és a infecéo, enquanto as IgG permanecem constantes e decrescem até niveis
baixos aos 300 dias apos infecao (Joo et al,. 1997; Batista et al,. 2004; Mulupuri et al,.
2008). No entanto, os anticorpos neutralizantes virais (VN) ndo sdo detetaveis antes
das 4 semanas pés-infecdo (Benfield et al,. 1992; Yoo et al,. 2010). Os anticorpos
especificos contra a GP4 ou GP5 neutralizam a infecciosidade viral, comprovando que
o complexo de glicoproteinas GP2, GP3, GP4 e GP5 e a proteina M s&o responsaveis
pela infecdo de células sensiveis (Wissink et al,. 2005; Das et al,. 2010). Esta
neutralizacdo pode dever-se a interferéncia direta ou por obstrucao estereoquimica.

Anatomicamente, os linfocitos B de memaria ou secretores especificos para o
PRRSV estdo localizados nos tecidos linfoides, especialmente nos linfonodos que
drenam os pulmdes e as areas genitais. O baco e as amigdalas sdo os maiores
reservatorios dos linfécitos B especificos para o PRRSV (Mulupuri et al,. 2008).

Existem estudos que demonstram que a viremia ou a replicacdo viral podem
persistir mesmo na presenca dos anticorpos VN ou, contrariamente, a viremia pode
estar resolvida antes do aparecimento destes anticorpos (Vezina et al,. 1996; Lopez et

al,. 2007; Mateu et al,. 2008). Por outro lado, os anticorpos contra a nucleocapside
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podem decair mesmo com 0 virus presente nos tecidos linfoides, podendo levar ao
erro nos diagnéstico baseados em serologias (Batista et al,. 2004).

A falha no desenvolvimento de uma resposta imunitaria eficaz levanta a
guestao se 0 virus possui mecanismos de supressao ou tolerancia imunitaria (Drew,
2000). Esta falha no desenvolvimento da resposta imunitaria pode estar fortemente
associada a inibicdo da indugcdo do IFN do tipo 1 pelo PRRSV. Outro elemento
importante € a idade do hospedeiro, sendo que a viremia persiste mais tempo com
animais jovens comparativamente em animais mais velhos (Klinge et al,. 2009). Esta
viremia prolongada é devida a inducdo tardia de producdo de IL-10, sendo que a
producdo desta citoquina supressiva devera estar associada a replicacdo viral em
leitBes (Butler et al,. 2014).

Adicionalmente, a presenca de anticorpos VN em animais mais velhos
correlaciona-se com a eliminagdo precoce do virus neste grupo de animais (Robinson
et al,. 2013).

Por outro lado, os leitdbes aparentam ser mais sensiveis as desregulagtes

imunitarias dos linfocitos do tipo B.

5.1.3. Imunidade celular

A resposta imunitaria celular no sistema imunitario é caraterizada pela ativagéo
e expansao de linfécitos T citotoxicos (CTL), especificos para antigénio e restritos ao
MHC. Os CTL matam as células infetadas por virus e impedem a formacgédo de novas
particulas virais. E 0o mecanismo imunitario mais eficiente contra virus em espécies
mamiferas (Butler et al,. 2014)

Especificamente em infe¢cbes pelo PRRSV, este mecanismo é ainda pouco
conhecido. Apesar de Costers et al,. (2009) ter reportado que a inducéo de CTL pelo
PRRSV é muito baixa e lenta (comparativamente a doenca do Aujeszky), a literatura
existente relativamente a este topico é escassa. Por outro lado, a andlise da inducéo
dos CTL é complicada devido & sua natureza. A acdo das CTL € medida através da
andlise da morte das células infetadas pelos virus pelas CTL in vitro. Esta analise é
afetada pelo tempo que as CTL levam a matar as células infetadas em meios in vitro e
pelo facto do PRRSV também mata as células infetadas (Butler et al,. 2014).
Adicionalmente, a proliferagdo in vitro de linfécitos-T especificos para antigénio é
extremamente complicada e existem poucos meios e reagentes para examinar as
respostas in vitro ou in vivo. No caso do PRRSV, tem existido dificuldade em
demonstrar a proliferacao de linfécitos-T ou a sua citotoxicidade em meios de cultura

celular classicos (Bautista et al,. 1999).
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Os linfocitos T y/& constituem um subgrupo de linfécitos que de distingue por
possuir um recetor de linfécitos T distinto das restantes. Este tipo de linfocitos possui
funcbes na infecdo do PRRSV ainda pouco claras porém, os linfocitos T vy/d
comportam-se de forma semelhante as CTL e linfocitos NK (Martelli et al,. 2009).
Existem diversos relatos que descrevem que este tipo de linfocitos € afetado pelo
PRRSV e outros virus (Olin et al,. 2005; Martelli et al,. 2009; Toka et al,. 2011). No
entanto, a informacao atual é insuficiente para elaborar uma hipotese relativamente a
importancia dos linfocitos T y/d na PRRS (Butler et al,. 2014).

5.1.4. Resposta imunitaria anamnéstica

A exposicdo ao PRRSV induz protecdo contra infegdes subsequentes, havendo
respostas maiores e mais rapidas. A resposta anamnéstica baseia-se na inducdo dos
linfécitos B de meméria e T que permanecem no organismo depois de todas os
indicadores da infecdo primaria desaparecerem. Encontram-se de forma abundante
nos tecidos linfoides, correspondendo aos locais predominantes com maior
persisténcia viral (Zimmerman et al,. 2012).

Apesar dos linfocitos B aparentarem ser abundantes, ndo existe uma resposta
anamnéstica perante uma infecdo de PRRSV (Foss et al,. 2002). Os suinos
demonstram resisténcia a infecdo, mas os niveis de anticorpos ndo se alteram de
modo significativo. Estas observacfes sdo importantes para o desenvolvimento de
vacinas pois existe a possibilidade dos mecanismos de protecdo imunolégica néo
dependerem apenas dos linfécitos B de memdria. No arterivirus do rato (LVD), a
resisténcia a infecdo é atribuida a deplecdo dos macréfagos permissivos (Cafruny et

al,. 2003), podendo funcionar do mesmo modo em suinos (Zimmerman et al,. 2012).

5.2. Imunidade homodloga, imunidade heter6loga e protecédo cruzada

A imunidade homoéloga é a protecdo gerada pelo sistema imunitério face a
estirpe de PRRSV a que o suino esteve exposto. Este tipo de imunidade pode persistir
durante toda a vida de producdo do animal (Lager et al,. 1997). Murtaugh and Wagner
(2010) demonstraram recentemente que a imunidade homéloga néo é 100% eficaz e
0S animais reexpostos a mesma estirpe viral podem infetar-se. No entanto, a
imunidade homdloga é mais eficaz que a imunidade heteréloga (Lager et al,. 1999).

A imunidade heterdloga é a protecdo gerada pelo sistema imunitario face a
uma estirpe de PRRSV a qual o suino ndo esteve exposto. A protecdo heteréloga é
variavel entre as diferentes estirpes de PRRSV. No entanto, tem demonstrado ser

importante na protecdo contra estirpes altamente virulentas (Murtaugh, 2009). Com
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isto, é importante referir que este tipo de protecédo é a base da vacinacdo com virus
vivos atenuados.

A protecgéo contra a infe¢do com uma estirpe de PRRSV que néo é exatamente
a mesma estirpe que imunizou o suino € chamada prote¢do cruzada. O nivel de
protecdo cruzada esta provavelmente relacionado com a similaridade genética dos
antigénios apresentada pelas estirpes envolvidas na protegéo cruzada. A diversidade
genética entre os PRRSV do Tipo 1 e Tipo 2 tem implicagbes significativas nas
estratégias de imunidade. Vacinas baseadas em estirpes isoladas sao dependentes da
inducdo da imunidade cruzada. Se a imunidade for demasiado especifica para uma
estirpe, a eficacia da vacina pode ser nula. No entanto, estudos baseados na protecao
cruzada, em porcos em crescimento, mostram constantemente melhorias significativas
na salde, na patologia e histopatologia do pulmdo e crescimento dos animais
(Mengeling et al,. 2003; Johnson et al,. 2004; Opriessnig et al,. 2005). Em porcas
gestantes, existe uma melhoria significativa a nivel reprodutivo (Lager et al,. 1999;
Mengeling et al,. 1999a).

A eficacia da protecdo cruzada no campo € uma preocupacado maior
principalmente na sintomatologia reprodutiva da PRRS. Em exploragbes com
imunidade estabelecida (com vacinacdo ou inoculagdo regular) e protecdo elevada
mas incompleta, surgem alguns leitdes virémicos, que por sua vez poderdo levar a
surtos nas maternidades. Em contraste, a intervengdo vacinal no final de um surto
resulta na reducéo parcial na severidade da doenca e reduz perdas econémicas.

Apesar da imunidade cruzada ser importante, depende da variacdo genética
das diferentes estirpes de virus e de outros fatores bioldégicos que afetam a sua
eficacia (Klinge et al,. 2009). Entre esses fatores estardo a variacao fisiolégica dos
suinos sensiveis e da variagdo genética dos suinos tolerantes a infecdo por PRRSV
(Halbur and Bush, 1997; Petry et al,. 2007; Lewis et al,. 2009).

5.3. Imunidade de origem materna

Os anticorpos maternais contra o PRRSV provenientes do colostro encontram-
se presentes no soro de leitdes até a 32 ou 42 semana de vida, podendo chegar até a
62 semana de vida (Albina et al,. 1994; Chung et al,. 1997).

O surgimento da PRRS em leitdes desmamados esta associado a perda dos
anticorpos maternais (Chung et al,. 1997). No entanto, os leitdes de porcas néo
imunes demonstraram sinais clinicos menos graves e menos duragdo de viremia
comparativamente a leitbes de porcas imunes (Shibata et al,. 1998). Este facto pode

sugerir que os anticorpos sdo dependentes de uma melhoria ou ocorre uma infecao
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adicional no Gtero ou excrecao do virus no leite (Yoon et al,. 1996; Wagstrom et al,.
2001).

5.4. Desregulagcdo imunitaria pelo PRRSV

Os animais neonatos sdo mais sensiveis ao PRRSV, demonstrando
sintomatologia mais grave comparativamente com animais adultos. Em animais
adultos, o sistema imunitario j4 se encontra desenvolvido, especialmente o sistema de
linfécitos T, havendo producéo de linfocitos T citotéxicos (CTL). Adicionalmente, os
animais adultos ja possuem 0s mecanismos modulatérios que previnem respostas
imunitarias exageradas, prevenindo a exagerada producédo de linfécitos B que ocorre
em neonatos. Como resultado, os animais adultos possuem anticorpos VN e células
CTL eficientes, conferindo respostas imunitarias eficazes, independentemente da
resposta imunitaria inata estar comprometida. Em animais neonatos ou fetos, a
imunidade inata € inibida pelo PRRSV, inibindo as defesas primarias contra a infegéo.
Por outro lado, a resposta imunitaria adaptativa ndo esta ainda desenvolvida e ainda
nao possuem o0s mecanismos modulatérios que os adultos possuem. Existem varias
hipéteses para explicar os mecanismos de desregulagdo imunitaria pelo PRRSV em
animais neonatos (Zimmerman et al,. 2012; Butler et al,. 2014)

5.4.1. Inibicdo da imunidade inata e atraso na resposta imunitaria

adaptativa

A infecdo por PRRSV em suinos induz uma producdo tardia e baixa de
anticorpos neutralizantes, assim como uma resposta imunitaria celular fraca (Labarque
et al,. 2000; Xiao et al,. 2004). Como referido anteriormente, o PRRSV inibe a resposta
imunitaria inata levantando a hipotese de esta inibicdo ser um fator modelador do
sistema imunitario pois os IFN do tipo 1 promovem a apresentacdo antigénica celular,
as funcgbes dos linfocitos Natural Killer, a producéo de anticorpos pelos linfocitos B, e a
diferenciacdo dos linfécitos T CD4" e CD8". Assim, o PRRSV interrompe também o
desenvolvimento da imunidade adaptativa, principalmente em animais jovens, 0 que
explica a razdo destes animais desenvolverem sintomatologia mais grave e a
incapacidade de desenvolverem uma resposta imunitaria protetiva durante a fase

critica da doenca (Butler et al,. 2014).

5.4.2. Consequéncias da rapida diferenciacdo de linfoécitos policlonais B

nos centros germinativos
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A rdpida ativacdo dos linfécitos policlonais B resulta na hiperplasia dos
linfonodos contendo células IgCC (lg-containing cells) em leitdes estéreis infetados por
PRRSV, ocorrendo paralelamente hipergamaglobulinemia com niveis elevados de Ig,
apesar da especificidade para o PRRSV ser inferior a 1% (Lemke et al,. 2004; Butler et
al,. 2007). O mesmo devera ocorrer em leitdes convencionais (Butler et al,. 2014). Esta
producdo de imunoglobulinas ocorre simultaneamente com a rapida diferenciacéo das
linfocitos policlonais B em plasmacitos (Sinkora et al,. 2014). Esta observacdo pode
indicar que a rapida diferenciacdo das linfocitos policlonais B ndo permite a
diversificacdo do reservatério de anticorpos. No entanto sdo necessario estudos que
comprovem esta observacdo. Adicionalmente, o desenvolvimento tardio dos
anticorpos VN em leitbes infetados por PRRSV pode ser devido aos primeiros
anticorpos possuirem pouca afinidade para com o virus para que funcionem como
anticorpos neutralizantes eficazes (Butler et al,. 2014).

Por outro lado, uma vez o anticorpo ligado ao antigénio, o final do complexo
anticorpo-virus formado pode depender do is6tipo do anticorpo. A IgM, ao ser
pentamérica, pode compensar a afinidade do local de ligagdo intrinseca comparando
com a IgG, que ndo é polimérica. Portanto a IgM deveria proporcionar boa atividade
VN. Uma subclasse da IgG, 1gG3, pode desempenhar um papel funcional na eficacia
de VN mediada por complemento. No entanto, a IgG3 surge precocemente nos fetos e
neonatos e ap0s a exposicao ao virus, as IgG3 sao substituidas pelas IgG1 (Kloep et
al,. 2012; Butler et al,. 2006). Durante o periodo em que o0s anticorpos VN sao
mesuraveis, 0s niveis de IgG sdo 10 vezes superiores aos de IgM, portanto é mais
provavel que a IgG seja o anticorpo no soro que é medido nos testes SVN. Estas
hipoteses podem explicar a ineficacia inicial da resposta humoral para 0 PRRSV
durante a fase critica mas ndo explica a expansao extraordinaria dos linfécitos B
(Butler et al,. 2014).

5.4.3. Diferenciagao dos Linfocitos T no Timo comprometida

A populagdo de células apresentadoras de antigénio que migram para ou
fazem parte da constituicdo do timo dos fetos ou de neonatos, como as TEC (Thymic
Epithelial Cells), macréfagos ou pDC (Plasmacytoid dendritic cells) estdo envolvidas
no desenvolvimento dos timocitos ou comprometem o desenvolvimento dos linfocitos
T. Caso o0 PRRSYV infete as células apresentadoras de antigénio, a sua interagdo com
os timocitos pode resultar na producdo/transcricdo de citoquinas e transcricdo de

outras proteinas, o que € anormal para a idade dos animais (Butler et al,. 2014).

5.4.4. Inducdo dos Linfocitos T Citotéxicos (CTL) comprometida
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Durante a infecdo do PRRSV, os CTL’s comportam-se de forma diferente entre
animais adultos e neonatos. Nos Ultimos, a resposta por este tipo de células é afetada
pelo fraco desenvolvimento dos percursores dos CTL’s devido a reducdo da selecao
no timo. As células que resultam dessa selecdo podem ser reconhecidas como
antigénio devido aos antigénios do PRRSV, resultando numa infecdo das células
timicas, comprometendo a selecdo dos linfécitos T. Em adultos, os percursores dos
CTL’s desenvolvem-se normalmente. Adicionalmente, Butler et al,. (2014) sugerem
que a desregulacao dos linfocitos B favorece o aumento de linfécitos T auxiliares CD4
(Th — helper), os quais ndo sdo necessarios para a indu¢ao dos CTL'’s.

Outra hipétese que Butler et al,. (2014) sugerem é a acao das células MDSC
(Myeloid-derived Suppressor Cell) comprometerem os CTL's. Estes macréfagos
acumulam-se em locais de infegbes cronicas virais e tumores, e inibem os CTL’s.
Assim, nos locais com elevada carga viral como o timo, determinados linfonodos e o
pulmdo podem conter as células MDSC. Por outro lado, o0 PRRSV é especifico para
macrofagos. Deste modo, pode existir a hipotese de caso ocorra infegdo das células
mieloides, estas se diferenciarem em MDSC, afetando os CTL'’s.

Apesar da existéncia de varios estudos relativos a interferéncia do PRRSV no
sistema imunitario, existe pouca analise dos CTL’s. S40 necessarios estudos mais

aprofundados e sensiveis para compreender a biologia deste tipo de células.

5.4.5. Evasao Imunitaria devido ao NSP2

A manipulagédo do genoma viral do PRRSV oferece a oportunidade de realizar
ensaios que permitam testar funcbes de desregulacdo imunitaria por determinados
genes ou proteinas virais. A NSP2 é uma das proteinas virais mais variaveis, sujeita a
delecbes ou adicdes. Esta proteina é das que primeiro surge e € também um
componente estrutural dos viribes sugerindo que entra em contacto com o0s
macrofagos, células dendriticas e outras células (Kappes et al,. 2013; Butler et al,.
2014).

Existem estudos que demonstram que variantes experimentais do VR-2332
com delecdes especificas na NSP2 resultavam numa atenuacgdo do crescimento viral,
na alteracdo da inducdo do IFN-y e numa marcada influéncia no tamanho dos
linfonodos traqueobronquiais, sendo o aumento menor para as estirpes variantes
(Faaberg et al,. 2010; Guo et al,. 2011).

Os estudos referidos demonstram que a NSP2 demonstra certa influéncia na
resposta imunitaria ao PRRSV. No entanto sdo necessarios mais estudos envolvendo
estirpes mais virulentas como a MN-184 ou HP-PRRSV e estudos que envolvam

delecdes/adicbes de aminoacidos em outras regides do NSP2 (Butler et al,. 2014).
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6. DIAGNOSTICO

A observacdo de problemas reprodutivos no efetivo reprodutor e problemas
respiratorios em porcos de qualquer idade numa exploragéo suinicola pressupdem a
presenca do PRRSV. No entanto, apesar de sugestivos para a PRRS, estes sinais ndo
séo especificos, existindo uma variedade de outras doencgas virais ou bacterianas que
causam sinais semelhantes (Zimmerman et al,. 2012).

Dependendo da regido, podemos ter como diagndésticos diferenciais peste
suina classica, citomegalovirus, encefalomielite hemaglutinante, leptospirose,
parvovirose, circovirose, doenga de Aujeszky, influenza suina ou doencga de Teschen
(Halbur, 2003), estando estes frequentemente presentes em coinfecgdes, dificultando
o diagnostico. Para o diagndstico definitivo, € sempre necesséaria a demonstragéo do

virus.

6.1. Detecao de anticorpos

A serologia € frequentemente usado porque o soro € facilmente colhido em
grandes quantidades para multiplos testes. A demonstracdo de seroconversado usando
amostras de soro € o método definitivo para o diagnéstico serolégico de infecao de
PRRSV. Titulos elevados de anticorpos especificos contra PRRSV demonstrados por
IFA (Indirect Fluorescent Antibody test) ou por elevados racios S/P (sample-to-positive
values) de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) em grupos de animais
infetados podem indicar também infegcdo por PRRSV (Zimmerman et al,. 2012).

Existem vérias técnicas para a detecdo de anticorpos incluindo os testes IFA
(Indirect Fluorescent Antibody test), ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou
SVN (Serum-virus neutralization test). O ELISA é o teste mais utilizado devido a sua
facilidade, baixo custo e exigir menor experiéncia para a sua interpretagédo (Sgrensen
et al,. 1997; Diaz et al,. 2005; Kim et al,. 2007; Brown et al,. 2009; Chu et al,. 2009).

6.1.1. Os Anticorpos IgM e IgG

Ao entrarem em contato com o PRRSV, os animais de todas as idades
seroconvertem de forma rapida. Normalmente, as imunoglobulinas M (IgM) sao
detetadas ao 5° dia, atingindo o seu pico ao 7° dia. As imunoglobulinas G (IgG) sdo
detetadas ao 7° dia e obtém o pico aos 30 a 50 dias ap6és a infecao. Este periodo pode
ser muito variavel, dependendo da estirpe em causa, da carga viral a que 0s animais
foram expostos e do kit de diagndstico usado. As IgM persistem por 21 a 28 dias apdos
a infecdo, enquanto as IgG permanecem constantes e decrescem até niveis baixos
aos 300 dias ap6s infecdo (Joo et al,. 1997; Batista et al,. 2004; Mulupuri et al,. 2008).
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No diagnéstico serologico, é importante considerar que a dindmica dos
anticorpos é variavel (dependendo do tipo de anticorpo e antigénio correspondente).
Por norma, os ensaios que detetam as IgM, detetam seroconversdes rapidas, sendo
possivel encontrar animais positivos precocemente. Contrariamente, a detecdo de IgG
€ mais tardia, sendo que este tipo de anticorpos € produzido entre a 12 e 22 semana
pés-infecdo, podendo mesmo adiar-se até a 32 ou 42 semana, dependendo da estirpe,
carga viral a que 0s animais sao expostos e do antigénio.

Existem kits que ao detetar anticorpos IgM identificam precocemente a infecéo
por PRRSV. Os kits ELISA standard, usados mundialmente e frequentemente,
detetam maioritariamente anticorpos IgG. Os kits que detetam IgM possuem baixa
sensibilidade e especificidade, enquanto os kits que detetam IgG possuem baixa
sensibilidade para IgM e apenas detetam anticorpos 7 dias pos-infe¢éo. Existem Kkits
ELISA que detetam ambos os tipos de anticorpos, denominados DR-ELISA (Double
Recognition Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) que diminuem o tempo para

detetar animais seropositivos (Kim et al,. 2007; Venteo et al,. 2012).

6.1.2. ELISA

Como referido anteriormente, a proteina viral N é a mais abundante, altamente
imunogénica e induz precocemente uma resposta imunitaria com producdo de
anticorpos (Nelson et al,. 1994). Esta proteina tem sido usada extensivamente no
desenvolvimento de kits ELISA comerciais. Os kits usados mais frequentemente,
detetam maioritariamente anticorpos IgG.

O kit ELISA comercial (HerdChek® X3 PRRS ELISA, IDEXX Laboratories Inc.)
€ um dos testes mais usados para a detecdo de anticorpos contra PRRSV, sendo
simultaneamente bastante sensivel e especifico. Um estudo realizado (lowa State
University, 2010) por 3 laboratérios indicou que que a especificidade do kit no
diagnostico é de 99.9% usando 1445 soros negativos. O kit deteta anticorpos contra
0s antigénios do nucleocépside das estirpes tanto do tipo 1 (Europeu) como do tipo 2
(Norte Americano), sendo detetado anticorpos 9 dias apds a infe¢gdo, com maior pico
aos 30 a 50 dias ap0s a infecéo, descendo para valores negativos 4 a 12 meses apos
a infecdo (Roberts, 2003). Adicionalmente, estd comprovado que as NSP1, 2 e 7
induzem elevados niveis de anticorpos durante a infe¢cdo por PRRSV. Um teste ELISA
foi desenvolvido usando NSP2 e NSP7 para monitorizar as respostas dos anticorpos
em suinos contra ambos os tipos de PRRSV. Os anticorpos foram detetados aos 14
dias ap6s a infecdo e, durante os 126 dias ap06s a infecdo, os resultados dos testes
ELISA demonstraram correlacdo com os resultados do kit 2XR ELISA. O teste ELISA
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usando NSP7 resolveu também 98% dos casos com suspeita de falsos positivos no
teste 2XR ELISA (Brown et al,. 2009).

Existe alguma dificuldade na interpretacdo de resultados ELISA negativos ou
positivos. Os resultados negativos poderdo ter varias interpretagdes como: (1) nédo
ocorreu infecdo; (2) houve infecdo mas nado seroconverteram; (3) 0s porcos estdo
persistentemente infetados mas tornaram-se seronegativos; (4) a infecdo terminou e
0S animais tornaram-se seronegativos ou (5) o teste possui pouca sensibilidade (Yoon
et al,. 2003). Por outro lado, porcos com resultados negativos para ELISA podem estar
persistentemente infetados, como demonstrado no isolamento do virus ativo ou
detecdo de ARN viral nas amigdalas, tecidos linfoides e raspagens orofaringeais
(Horter et al,. 2002; Fangman et al,. 2007).

As serologias ELISA possuem limitagdes no diagndstico da PRRS em animais
adultos de exploracdes anteriormente infetadas ou vacinadas, pois 0s ensaios
serologicos ndo permitem a diferenciagdo dos anticorpos resultantes da infegéo,
reinfegdo ou vacinagéo. Isto deve-se a inexisténcia de vacinas marcadas ou devido as
reinfegcbes ndo originarem respostas anamnésticas. Em conclusdo, as serologias em
animais adultos limitam-se a detecdo de seroconversfes na adaptacdo de marras ou
na monitorizagédo de exploracdes negativas.

Por outro lado, a serologia é util em detetar infecbes em animais em
crescimento. Ao perderem a imunidade maternal, estes tornam-se seronegativos até
ao momento em que se infetem ou sejam vacinados. Este facto leva a realizacédo
frequente de perfis sorolégicos para determinar o momento exato onde ocorre a
infecéo.

Ndo existem uma relacao direta entre os valores S/P e o titulo real de
anticorpos dos animais pois a estirpe do PRRSV que causa a infecdo pode influenciar
os resultados. Do mesmo modo, ndo é possivel estabelecer uma correlacdo entre os
valores S/P e o tempo decorrido apds a infecao, ja que estirpes diferentes podem ter
resultados diferentes para um mesmo periodo apés a infecdo. Deste modo, ndo é
possivel corresponder valores S/P baixos a anticorpos vacinais e valores altos a
anticorpos contra o virus de campo (Kim et al,. 2007; Diaz et al,. 2012; Venteo et al,.
2012).

6.1.3. IFA (Indirect Fluorescent Antibody)

O teste IFA consiste em colocar uma amostra de soro em células infetadas
pelo PRRSV e verificar se ocorre reacdo antigénio-anticorpo através do uso de
anticorpos anti-suino marcados com fluoresceina. O teste IFA possui boa

especificidade, enquanto a sensibilidade depende de varios fatores como o protocolo
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utilizado, tempo de incubacdo, tipo de células utilizadas e da interpretacdo subjetiva da
reacdo pelo técnico de laboratério. Também depende do grau de variabilidade
antigénica entre o PRRSV usado no teste e do PRRSV que infetou o porco-amostra,
especialmente em exploracdes infetadas pelo PRRSV Tipo 1 (Christopher-Hennings et
al,. 2002).

Comparativamente ao ELISA, o teste IFA permite estimar a magnitude do titulo
de anticorpos. Quando é usado uma estirpe homologa neste tipo de teste, este
permite-nos identificar fiavelmente anticorpos aproximadamente 3 meses poés-infegdo
(Yoon et al,. 1995). E também usado na confirmacéo de falsos positivos suspeitos de
ELISA, mas é também usado para detetar anticorpos contra o0 PRRSV no transudado
do muasculo e em amostras de fluido oral como vigilancia (Molina et al,. 2008; Prickett
et al,. 2010).

6.1.4. SVN (Serum-virus neutralization test)

O teste SVN permite detetar anticorpos capazes de neutralizar para uma
gquantidade constante de PRRSV (anticorpos neutralizantes). Recorre a uma cultura
celular na qual uma determinada quantidade de PRRSV € incubada com varias
diluicbes do soro. Apés a incubacdo, o soro é colocado numa linha de células
sensiveis para determinar o titulo de anticorpo capaz de neutralizar o virus
(Christopher-Hennings et al,. 2002). O teste € altamente especifico mas este tipo de
anticorpos desenvolve-se apenas 1 a 2 meses pos-infecdo (Benfield et al,. 1992),
possuindo menor sensibilidade que o teste IFA ou ELISA por essa mesma razao
(Christopher-Hennings et al,. 2002). Os anticorpos atingem o pico aos 60 a 90 dias
pés-infecdo e persistem durante 1 ano (Zimmerman et al,. 2012).

Tal como no teste IFA, a magnitude da resposta dos anticorpos neutralizantes
deverd ser superior quando é usado o virus de campo no ensaio (estirpes homélogas),
contrariamente ao uso de diferentes estirpes (estirpes heterdlogas).

A interpretacdo e a aplicagdo dos resultados do teste SVN nas situacOes de
campo sdo complicadas devido a falta de evidéncia da correlagdo entre os anticorpos
neutralizantes e a imunidade/protecéo. Por outro lado, a estirpe usada no teste pode
influenciar os resultados, causando problemas na interpretacdo de dados entre varios
laboratorios.

Este tipo de ensaio ndo é muito usado como diagnoéstico de rotina. O teste SVN
€ mais dispendioso, dificil de realizar e mais demorado que outros testes seroldgicos.
No entanto, o seu uso deve ser considerado para investigacdo (Christopher-Hennings
et al,. 2002; Zimmerman et al,. 2012).
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6.2. Isolamento do virus

O PRRSV é detetado em grandes quantidades durante a viremia, atingindo o
pico aos 4 a 7 dias ap0s a infecdo, até aos 28 aos 42 dias em leitdes ou porcos de
engorda e até aos 7 aos 21 dias em porcas ou varrascos (Christopher-Hennings et al,.
1995; Mengeling et al,. 1996; Kittawornrat et al,. 2010). No entanto, pode identificar-se
o virus ou o ARN viral em lavagens pulmonares, na saliva, nas amigdalas e nos
linfonodos apos varias semanas da viremia (Mengeling et al,. 1995; Horter et al,. 2002;
Rowland et al,. 2003; Wills et al,. 2003; Ramirez et al,. 2012)

As amostras devem ser refrigeradas a 4°C imediatamente apés a colheita e
enviadas para o laboratério em 24 a 48 horas, pois o0 virus é instavel ao calor e possui
pouca estabilidade a variacdes de pH (Jacobs et al,. 2010).

O PRRSV pode ser isolado de MAP’s, ou de células sublineares (Cl-2621,
MARC-145) da linha celular do rim do macaco Africano, MA-104. As MAP’s sdo mais
sensiveis para o isolamento do virus e a presenca de recetores Fc nestas células
podem melhorar o sucesso do isolamento do virus na presenca de anticorpos (Yoon et
al,. 2003). As estirpes podem variar a capacidade de replicacdo em MAP’s ou MA-104
(Bautista et al,.1993), sugerindo que ambos os tipos de células deveriam ser usados
para melhor isolamento do virus. (Yoon et al,.2003). O uso de MAP’s ¢ significativo
para o sucesso do isolamento do PRRSV tipo 1 (europeu) e das suas estirpes
(Wensvoort et al,. 1991; Christopher-Hennings et al,. 2002).

6.3. Detecdo do virus:

Existem diversas formas de realizar-se a detecdo do PRRSV isolado. Técnicas
como RT-PCR ou utilizando anticorpos fluorescentes ou monoclonais especificos
contra 0 PRRSV. Também comecaram a desenvolver-se testes rapidos para o
PRRSV.

6.3.1. Anticorpos fluorescentes e Imunohistoquimica

O PRRSV isolado numa cultura celular é confirmado pela visualizacdo dos
antigénios da nucleocéapside viral no citoplasma de células infetadas através de
anticorpos fluorescentes (Fluorescent antibody — FA) ou através da Imunohistoquimica
(Immunohistochemistry — IHC), usando anticorpos monoclonais especificos contra o
PRRSV (Nelson et al,. 1993). Pode usar-se também o contraste negativo da
microscopia eletrénica para observar-se particulas do virus em culturas.

O pulméao, as amigdalas, linfonodos, coracao, cérebro, timo, bago e rim devem

ser fixados numa solucédo tampéo a 10% de formalina para avaliacdo microscoépica e
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IHC, permitindo a visualizacao de antigénios virais no citoplasma celular (Halbur et al,.
1994; Van Alstine et al,. 2002; Yaeger, 2002). As amostras devem ser processadas 48
horas apoés a fixacdo para evitar a degradacdo do antigénio do PRRSV e a perda de
células positivas a IHC (Van Alstine et al,. 2002). A dete¢do do PRRSV no pulméao por
IHC requer o exame de pelo menos 5 seccbes do pulméo cranio-ventral para
identificar mais de 90% dos suinos infetados (Yaeger, 2002). A técnica FA € mais
vantajosa, sendo mais rapida e menos dispendiosa que a IHC mas esta técnica requer
amostras recentes. O antigénio viral pode ser também detetado em seccdes de
pulm&o congelado por FA (Rossow et al,. 1995).

6.3.2. RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)

A técnica RT-PCR, transcricdo reversa do ARN viral (RT — Reverse
Transcription) e a reagcdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain
Reaction), caracteriza-se por realizar um elevado nimero de cépias do acido nucleico
com o objetivo de obter uma quantidade facilmente detetavel e quantificavel,
permitindo deste modo detetar quantidades muito baixas de acido nucleico a partir da
amostra. Possui elevada sensibilidade e especificidade o que estimulou o0 seu uso no
diagnostico da doenca. Adicionalmente, o RT-PCR € necessario para obter um
diagndstico definitivo, que comprova a presenca do virus nas amostras biolégicas. No
entanto, em condi¢des praticas reais, nem sempre é possivel o diagndstico concreto
devido a determinados fatores. A sensibilidade e a especificidade do teste podem
variar de laboratério para laboratério devido a diversidade de metodologias e de
fabricantes de distintos reagentes para os diferentes passos da RT-PCR. Por outro
lado, algumas amostras contém inibidores da reacdo RT ou PCR (como os fluidos
orais ou O sémen), o que leva ao aparecimento de resultados negativos,
comprometendo a sensibilidade da técnica. A elevada variabilidade do PRRSV
também compromete a sensibilidade da técnica, dependendo fundamentalmente da
homologia entre a sequéncia de nuclettidos do ARN do PRRSV e a sequéncia dos
primers que se utilizam. Finalmente, a contaminagdo entre amostras é muito
frequente, o podera levar a obtencdo de falsos positivos se ndo forem tomadas
precaucdes.

Ao planear uma amostragem, € necessaria conhecer a dindmica da infe¢éo
para que, no caso da presenca do PRRSV numa exploracéo, a escolha das amostras
seja de animais positivos ao virus. Por exemplo, ocorrendo um surto de PRRS numa
exploracdo com reprodutoras, devemos ter em conta que leva aproximadamente 10 a
15 dias pos-infecdo a ocorrer abortos. Relembrando que animais adultos tém um

periodo de viremia curto, podem surgir animais que abortaram ndo virémicos, 0 que
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leva a resultados negativos em amostras de soro, ndo se obtendo o diagndstico. Pelo
contrério, animais jovens possuem periodos de viremia relativamente longos, o que
facilita a dete¢cdo do virus em amostras de soro (Rossow, 1998; Prieto et al,. 2005;
Truyen et al,. 2006; Rovira et al,. 2007; Wernike et al,. 2012).

A primeira vez que o ensaio de RT-PCR foi usado para o PRRSV foi em sémen
e soro de varrasco (Christopher-Hennings et al,. 1995), tornando possivel a detencao
do virus em sémen sem o isolamento do virus. As primeiras preocupacdes dos
ensaios de RT-PCR foram os falsos positivos, a incapacidade de diferenciar o tipo 1 e
tipo 2 do PRRSV num Unico ensaio e a incapacidade de detetar geneticamente as
diferentes estirpes dos tipos de PRRSV. Atualmente existem varios tipos de ensaio de
PCR para a detecdo do PRRSV do tipo 1 e do tipo 2. Com o continuo desenvolvimento
da tecnologia do PCR e a crescente disponibilidade de ensaios comerciais, estas
areas irdo sofrer melhorias significativas (Zimmerman et al,. 2012).

Em infe¢cbes agudas, as melhores amostras para o PCR s&o o soro e tecidos
apropriados para o isolamento do virus. O PRRSV pode ser encontrado no sémen até
aos 92 dias apos a infecdo, sendo a média aos 35 dias ap0s a infegcdo. Em suinos
persistentemente infetados, o ARN viral € detetado nos linfonodos até aos 86 dias, em
raspagens orofaringeais até aos 105 dias, e no soro e nas amigdalas até aos 251 dias
por PCR (Christopher-Hennings et al,.1995, 2001; Bierk et al,. 2001; Horter et al,.2002;
Wills et al,. 2003).

A RT-PCR é uma técnica de elei¢do para o diagndstico da PRRS nos seguintes
casos: 1- Em surtos nas reprodutoras em que ocorram problemas reprodutivos. Nestas
situacdes, a viremia podera ser curta e ja ter concluido antes dos sinais reprodutivos.
Os fetos abortados frequentemente originam também resultados negativos. Isto deve-
se aos processos autoliticos que degradam o ARN viral ou nem todos os fetos
abortados estdo infetados. Assim, um resultado positivo indica o diagnéstico, enquanto
um resultado negativo ndo descarta a PRRS. Concluindo, em casos de problemas
reprodutivos, as amostras de eleicdo sdo de leitdes nascidos débeis, ja que estes
possuem viremias longas; 2 — No caso de infecdo de varrascos, o diagndstico pode
confirmar-se através a presenca do virus no sémen. A RT-PCR é uma forte ferramenta
de monitorizagédo dos centros de inseminacgéo artificial; 3 — Em leitdes nas recrias ou
nas engordas, a RT-PCR poderd complementar as serologias para determinar o
momento de infecdo. Do mesmo modo, a dete¢édo da presenca do PRRSV no pulméo
poderd justificar sintomatologias respiratérias existentes; 4 — A RT-PCR ¢é
frequentemente utilizada na monitorizacdo dos programas de controlo da doenca
(Rossow, 1998; Prieto et al,. 2005; Truyen et al,. 2006; Rovira et al,. 2007; Wernike et
al,. 2012).
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6.4. Outras técnicas de diagnostico
6.4.1. Testes rapidos

Foi também criado um teste imunocromatografico para a detecdo rapida de
PRRSV, em que se mistura o soro ou tecido homogeneizado com uma solucéo
contendo anticorpos monoclonais contra as proteinas N e M do PRRSV. O virus liga-
se aos anticorpos e 0s complexos antigénio-anticorpo séo capturados nas tiras
cromatogréficas. As reacdes positivas sao detetadas usando um anticorpo marcado

gue se liga aos anticorpos monoclonais. (Zhou et al,. 2009).

6.4.2. Fluidos orais

Atualmente existem técnicas que permitem determinar a infecdo pelo PRRSV
em amostras de fluidos orais, recolhidos através da mordedura de cordas. Estas
técnicas tém como base o fundamento dos fluidos orais conterem anticorpos do tipo
IgA e IgG que séo produzidos apos a infe¢do. Por outro lado, o virus € excretado por
diversas secregdes organicas, incluindo a saliva. Assim, é possivel determinar a
presenca do PRRSV por periodos prolongados.

Esta técnica possui a vantagem dos veterinarios de campo e os produtores
obterem as amostras de maneira facil e sem ser necessario imobilizar os animais,
permitindo obter um elevado nimero de amostras e realizar controlos periédicos
facilmente. Por outro lado, os estudos realizados indicam uma forte correlacdo entre
0s resultados obtidos através de fluidos orais e os resultados obtidos através de soros.
No entanto, esta técnica possui algumas limitagdes. Na recolha das amostras através
de uma corda num parque, ndo podemos assumir que todos 0s animais morderam a
mesma. Esta técnica depende de fatores como o tamanho do grupo, relacbes de
dominancia, tipo de corda e idade dos animais. Para que a amostragem seja
representativa de uma populacdo, devem ser colhidas varias amostras por grupo de
idade, dependendo do tamanho da populacdo, do numero e da distribuicdo dos
parques. Contudo, ha dificuldades na recolha dos fluidos orais em alguns suinos
adultos que se recusem a morder as cordas, especialmente de forma sistematica e
repetida. Em leitdes muito novos, também devera existir dificuldade por estes néo
manifestarem interesse pelas cordas que obtém as amostras.

E importante relevar que os resultados obtidos por esta técnica sejam fiaveis, é
crucial que a obtencdo e a conservacdo das amostras sejam adequadas. Caso
contrario, havera a degradacdo das mesmas ou a amostragem nao sera valida o que

levara a resultados imprecisos. Adicionalmente, é necessario que as técnicas
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serolégicas e moleculares estejam adaptadas para este tipo de amostra ja que, caso
isso ndo acontega, os resultados ndo serdo validos (Kittawornrat et al,. 2010; Chittick
et al,. 2011; Gerber et al,. 2013).

6.5. Classificagcdo das estirpes (tipificagéo)

Existe a necessidade de determinar a origem do PRRSV que circula na
exploracdo afetada ou na zona geogréfica. Isto permite identificar a possivel origem do
virus e identificar as vias de disseminagéo, desde que se possua uma base de dados
solida.

Anteriormente, as estirpes do PRRSV eram diferenciadas usando o
polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP — Restriction Fragment Length
Polymorphism) da ORF5. Esta técnica ndo é sensivel para a classificacdo genética
das diferentes estirpes do virus, sendo que duas estirpes de PRRSV geneticamente
diferentes podem partilhar RFLP semelhantes. A sequenciacao e a andlise filogenética
permitem essa classificacdo de forma mais precisa e exata (Zimmerman et al,. 2012).

Na maioria dos casos, realiza-se a sequencia¢do das ORF’s do genoma viral. E
realizada a partir dos produtos diretos do PCR para evitar a selecdo, mutacdo ou
alteracdo nucledtica na passagem entre culturas celulares. A ORF5 é altamente
variavel o que permite realizar uma eficaz distingdo entre estirpes (Zimmerman et al,.
2012). Por outro lado, mantém os segmentos relativamente conservados, o que
permite agrupar os virus isolados de forma coerente. Outro segmento muito utilizado é
a ORF7 mas a discriminacdo entre estirpes é inferior. As ORF5 e ORF7 representam
4% e 2,5% do genoma viral, respetivamente, sendo necessaria precaucdo nas
conclusdes retiradas da tipificacéo (Prieto et al,. 2009; Murtaugh, 2012).

Adicionalmente deve-se considerar que 0s virus isolados que possuam
aproximadamente 97% de similaridade na ORF5 tenham origens distintas e é
importante referir que ORF5 possui uma taxa de variagdo anual entre 0,5 a 1%, devido
a variabilidade genética do virus. Estes dados indiciam que na interpretacdo da
semelhanca entre estirpes, devem ser utilizados dados anteriores da situacdo
epidemioldgica e clinica da exploracdo (Murtaugh, 2012).

A tipificacdo, ao dar-nos a sequenciacdo da estirpe em questdo, permite a
comparacao com as estirpes vacinais existentes, identificar as estirpes de campo mais
préximas e enquadrar a estirpe em questdo no dendograma. O dendograma (ou

arvore filogenética) mostra as relacdes filogenéticas baseadas nas similaridades ou
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diferencas genéticas. Outra utilidade da tipificacdo é identificar a movimentacdo do
PRRSV numa determinada regido, implicando o mapeamento das conexdes entre as
diferentes exploracfes dessa mesma regido. No entanto, a tipificacdo nao permite
obter de forma direta e previsivel informacgdes sobre a viruléncia da estirpe nem decidir
qual a vacina mais indicada para o caso (Diaz et al,. 2006; Prieto et al,. 2008, 2009;
Murtaugh, 2012; Zimmerman et al,. 2012).
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7. CONTROLO E ERRADICACAO DA PRRS NAS EXPLORACOES

O controlo da PRRS tem como objetivo interromper a entrada do virus em
exploragdes negativas ou a entrada de novas variantes em exploracdes infetadas (Dee
et al,. 2001b; Pitkin et al,. 2009a). A erradicacdo da PRRS tem como objetivo erradicar
0 PRRSV da exploragdo, assim como controlar os seus efeitos adversos nas
diferentes fases de producdo. No entanto ndo existem tratamentos especificos para a
PRRS.

A medida que todos os animais numa exploracdo possuam imunidade para o
virus, o PRRSV néo conseguira replicar-se e acaba por ser eliminado da exploragéo.

Mas antes da erradicacdo do virus, é necessario primeiro implementar praticas de

maneio com o objetivo de reduzir a carga viral.

7.1. Classificacdo das exploracfes

Existem vérias possibilidades de programas de controlo e erradicacdo do
PRRSV e o seu éxito depende significativamente da circulacdo do virus em cada
exploracdo. Com isto, criou-se um sistema de classificacdo sanitaria das exploracdes
que permite escolher qual o plano mais adequado e eficaz. A classificagcdo das
exploracdes face ao PRRSV tem como base: 1- a situacdo de exposicdo viral, sendo
uma exploracdo positiva ou negativa e; 2- o padrdao de circulagdo do virus na
exploracéo, em exploragfes positivas. A exposi¢ao e a circulagdo sdo dependentes da
detecao dos anticorpos e detecéo do virus, respetivamente (Holtkamp et al,. 2011).

Atualmente as exploracdes de reprodutoras séo classificadas em 4 categorias
diferentes: 1) Categoria |: exploracdes positivas instaveis; 2) Categoria Il:
exploracdes positivas estaveis. Estas podem dividir-se em exploracdes positivas
estaveis propriamente ditas (Categoria II-A) e exploragbes positivas estaveis
submetidas a programas de erradicacdo (Categoria 11-B); 3) Categoria lll: exploragdes
provisoriamente negativas; Categoria IV: exploracdes negativas.

A categoria | inclui as exploracdes positivas que possuem animais expostos ao
virus e nas explorag6es em que existe a circulagdo do virus nos reprodutores. Deteta-
se a presenca do virus através do efetivo reprodutor ou através dos leitbes em
lactacdo infetados via transplacentaria ou durante a lactacdo. Deste modo, todas as
exploracdes onde ocorrera um surto de PRRS recente e todas as que o virus circula
de forma crénica classificam-se como Categoria |. As exploracdes em que se
desconhece o estado relativo ao PRRSV, também sé&o classificadas com a mesma

categoria (Holtkamp et al,. 2011).
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Tabela 2. Excrec¢édo e exposicao virais de acordo com cada categoria de classificacéo da
exploragéo.

Categoria Excrecdo viral Exposicao viral

| — Positiva instavel Positiva Positiva

II-A — Positiva estavel

II-B — Positiva estavel com Duvidosa Positiva
programa de eliminagéo

Il — Provisoriamente negativa Negativa Positiva

IV — Negativa Negativa Negativa

A Categoria Il sdo exploragfes seropositivas onde, no entanto, podem possuir
alguma excrecdo do virus entre os reprodutores. A classificacdo nesta categoria
requer a auséncia de qualquer manifestacdo de sinais clinicos de PRRS e a
confirmacdo de auséncia de leitdes virémicos (ou seja, negativos ao PCR) por um
periodo minimo de 90 dias. A classificacdo requer no minimo 4 resultados PCR
negativos consecutivos em amostras de leitdes com idade de desmame colhidas a
cada 30 dias ou menos dias. A idade de desmame € definida por Holtkamp et al,.
(2011) como o intervalo entre os 7 dias pré-desmame e os 3 dias pds-desmame. Na
Categoria Il ha a distincdo entre as exploracdes ndo submetidas aos programas de
erradicacdo (Categoria II-A) e as exploracfes submetidas (Categoria II-B). Holtkamp et
al,. (2011) referem que os programas de erradicagdo comecam quando ocorre a
introdugcdo do ultimo animal positivo na exploragdo ou quando ocorre a exposi¢ao
intencional ao virus (seja de campo ou vacinal) do ultimo animal de reposicdo. As
exploracdes na Categoria II-A tém como objetivo a tentativa de controlo do PRRSV e
ndo a sua erradicacdo (Holtkamp et al,. 2011).

A Categoria Ill inclui as exploragBes provisoriamente negativas. No entanto,
estas exploracbes sdo seropositivas mas nado existe circulacdo viral no efetivo
reprodutor. Para uma exploragdo ser classificada nesta categoria, € necessaria a
auséncia de seroconversdo nos animais de reposi¢cdo negativos ao PRRSV. Esta
guebra na seroconversdo demonstra que o PRRSV ja nao é transmitido no efetivo
reprodutor. Estes animais de reposicdo negativos devem entrar em contato com
animais anteriormente positivos e permanecerem negativos nas serologias por um
periodo minimo de 60 dias apds a entrada no ciclo produtivo. Adicionalmente, se
existem animais em crescimento na exploracdo, estes devem permanecer também
seronegativos (Holtkamp et al,. 2011).

A Categoria IV inclui as exploracfes seronegativas ao PRRSV e, portanto, sem

circulagdo do virus. As exploracdes que se enquadram nesta categoria podem
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alcancar o estado negativo de diversas maneiras. Deste modo, a comprovacao desse
estado negativo é obtida quando todos os reprodutores infetados foram substituidos
por reprodutores negativos e estes Ultimos permanegam negativos (a amostra deve
ser suficientemente grande para assegurar com 95% de confian¢a que o resultado é
representativo). Deste modo, uma exploragédo classificada como Categoria Il com
animais seronegativos que mantenha essa mesma classificagdo no minimo por 1 ano
pode obter a classificagdo como Categoria IV. Por outro lado, as exploragdes novas ou
que tenham sido despovoadas e repovoadas com animais seronegativos que
consigam permanecer negativas pelo menos 1 més, sdo também introduzidas nesta

categoria (Holtkamp et al,. 2011).

7.2. Préticas de reducao da carga viral

As préaticas com o objetivo de reduzir a carga viral devem ser implementadas
antes do inicio da erradicacdo do virus. Incluem praticas de biosseguranga interna e
externa, higienizacdo e alteragdo das praticas de maneio (Torremorell et al,. 2000;
Dufresne, 2003; Zimmerman et al,. 2007).

7.2.1. McREBEL™ PRRS

O programa McREBEL™ (Management Changes to Reduce Exposure to
Bacteria to Eliminate Losses) foi desenvolvido pelo Dr. Monte McCaw na Universidade
do Estado da Carolina do Norte. Consiste num conjunto de praticas com o objetivo de
reduzir infecbes bacterianas e o seu impacto econdmico (McCaw, 1995). Aplicando
este programa ao PRRS, reduz-se eficazmente a transmissdo do PRRSV assim como
infecbes bacterianas secundarias.

O McREBEL™ PRRS (Tabela 3) inclui o controlo do timing das adogdes nas
maternidades, ndo ultrapassando as 24h pos-parto de forma a assegurar a ingestao
do colostro; o controlo do movimento das porcas e dos leitdes entre salas, aplicando o
esquema “All In-All Out”; eutanasia de leitdes fracos e inviaveis e manter o ciclo de
producdo na maternidade e salas de recria (McCaw, 2006). Em exploragbes com
programas de erradicacdo do PRRSV que n&do aplicaram o programa McREBEL™

PRRS resultaram em reinfe¢cdes nas populagtes de leitdes (Polson et al,. 2010).
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Tabela 3. Programa McREBEL® PRRS (Adaptado de McCaw, 2006).

1. Na&o realizar trocas de leitGes entre ninhadas apos as 24h de vida.

a. Mover o nimero minimo de leitdes necessario para ocupar os tetos funcionais;

b. Nao realizar adog6es que criem ninhadas de tamanhos ou género uniforme;

¢c. Quando necessario mover leitdes em excesso relativamente ao nimero de tetos, de
tamanho medio ou grande, deve-se juntar por tamanho e em porcas com boa produgéo
de leite e recetividade;

d. Assegurar que leitdes enfraquecidos nédo séo prioritarios para ser atribuidos os tetos ou
permanecerem junto das maes.

Maximizar sempre o nimero de leit6es juntos das maes.

2. Nao mover leitdes entre maternidades:
a. Deve ser seguido a metodologia “All In-All Out”,
3. Remover animais muito doentes, fracos ou com ma condigdo corporal da producao;
a. Vender ou eliminar leitdes que ao desmame s@o demasiado magros ou pequenos para
sobreviver ao desmame;
b. Eliminar leitbes que ndo melhoram rapidamente ap6s o tratamento;
Eliminar leitdes muito magros, pequenos, muito deprimidos, cabeludos ou cronicamente
doentes.

Um leitdo que é salvaguardado do desmame retira um teto de um leitdo potencialmente saudéavel.

4. Utilizar boas praticas de maneio nos desmames para garantir a sobrevivéncia e performance dos
leitdes:
a. Separar os leitdes por tamanhos com cuidados;
b. Colocar os mais pequenos nos locais mais quentes e com menos correntes de ar das
salas;

c. Alimentar a mao os leitdes mais pequenos 4 vezes por dia por 5 dias consecutivos;
Usar lampadas ou tapetes de plastico para leitbes pequenos;
e. Facilitar o0 acesso de agua aos leitbes nas primeiras 24h.

o

O numero de leitdes desmamados ndo devera ser superior ao numero de tetos funcionais.

Para maximizar os nimeros de leitdes desmamados, deve maximizar-se o nimero de tetos

funcionais através da selecéo apropriada de marras e sele¢do das porcas reformadas.
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7.2.2. Biosseguranca

A biosseguranca interna baseia-se no controlo do movimento do virus dentro
da exploracdo de animais infetados para animais sensiveis. E usada em casos de
surtos de PRRS para minimizar o nimero de animais afetados e reduzir a carga viral a
circular. Alguns exemplos de medidas de biosseguranga interna encontram-se

descritas no quadro 4.

Tabela 4. Medidas gerais de biosseguranca interna (Charbonneau et al,. 2007).

Paragem da circula¢@o de animais positivos em salas de desmame;

e Paragem da circulagéo de porcas durante o surto de PRRS;

e Isolar as porcas que abortaram;

e Limpeza e desinfe¢cdo das celas ou parque onde as porcas abortaram;

e Mudar de agulhas entre porcas ou ninhadas;

¢ Uso de luvas no maneio de ninhadas e mudar entre as mesmas;

e Lavar as botas e as maos e mudar de roupa depois de manusear animais
doentes, principalmente os que se saiba que estao a excretar o virus;

e Aplicar desinfetantes nos corredores e entradas;

e  Permitir a desinfecdo dos materiais de maneio de leitdes;

e  Controlo da circulacéo dos carros de racéo entre salas;

e Eutanasiar animais com poucas possibilidades de recuperacao;

e Manter o ciclo de produgdo unidirecional: evitar que animais voltem para

populacdes de animais mais novos ou evitar prolongadas permanéncias na

enfermaria;

e  Utilizar o esquema “All In-All Out”.

A biosseguranca externa € igualmente importante para o controlo da entrada
de novas doencgas. Existem varias medidas de prevencdo. Em regides com maior
densidade de exploracdes pecuarias, a prevengdo do PRRSV pode incluir a filtragdo
do ar ou sistemas de tratamento de ar. A filtracdo tem demonstrado ser eficaz na
reducéo do risco de entrada do PRRSV e outros agentes transportados pelo ar como

Mycoplasma hyopneumoniae (Pitkin et al,. 2009a; Dee et al,. 2010; Otake et al,. 2010;
52



Revisdo Bibliografica

Reicks, 2010). Spronk et al,. (2010) demonstrou que, numa area com elevada
densidade de exploragdes suinicolas, 2 dessas explora¢des preveniram o PRRSV com
a filtragem do ar, contrariamente a 5 exploraces dessa mesma area que se infetaram
no periodo de observacdo. O uso de quarentenas para a entrada de suinos na
exploracéo, higienizacéo e secagem dos veiculos de transporte e outros materiais que
entrem na exploracao, controlo da entrada de pessoas na explora¢cdo como o banho a
entrada ou com a “Danish Entry”, e controlo de insetos sdo exemplos de outras
medidas. A “Danish Entry” consiste na entrada numa primeira divisdo onde se deixa as
roupas e 0s sapatos, lavam e higienizam as m&os numa segunda divisdo, e vestem

roupa da propria pecuaria numa terceira divisdo (Zimmerman et al,. 2012).

7.2.3. Higienizacéao

A higienizagéo é feita entre lotes de porcos de modo a eliminar o PRRSV de
exploracdes infetadas. Todo o material organico como fezes, urina, comida ou camas
devem ser totalmente removidos. As superficies devem ser lavadas, preferencialmente
com detergentes para assegurar a eliminagéo de biofilmes.

Apos a lavagem, deve proceder-se a desinfecdo. Alguns exemplos de produtos
eficazes contra 0 PRRSV sao as misturas de amodnia quaternaria com glutaraldeido ou
monopersulfato de potassio, sendo aplicados com a concentracdo de 0,8% e 1%,
respetivamente. Os desinfetantes devem estar em contato com as superficies no
minimo 2 horas. Apés a desinfecdo, um passo importante para a inativacao do virus é

a secagem das instalacdes (Pitkin et al,. 2009b).

7.3. Imunizacdo de exploracdes suinicolas
7.3.1. Vacinacao: vacinas vivas modificadas vs vacinas mortas

Existe no mercado uma grande variedade de vacinas dividida em dois grandes
grupos: vacinas vivas modificadas (MLV — Modified Live Virus) e vacinas mortas ou
inativadas.

As vacinas vivas modificadas sdo consideradas mais eficazes na inducdo de
uma resposta imunitéria comparativamente com as vacinas mortas. As vacinas vivas,
como as estirpes de campo distribuem-se no organismo e como se replicam,
contrariamente as vacinas mortas. Por outras palavras, a resposta imunitaria obtida
com a vacina viva é semelhante a resposta imunitaria face as estirpes de campo,
produzindo uma resposta imunitaria tanto celular como humoral, embora menos

intensa. Ocorre producdo de anticorpos neutralizantes e de células produtoras de IFN-
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y, especificas contra o virus (Piras et al,. 2005; Diaz et al,. 2006; Zimmerman et al,.
2012; Diaz et al,. 2013).

A resposta imunitaria obtida pela vacina viva é suficiente para induzir uma
protecdo variavel e dependente da estirpe de campo (Diaz et al,. 2006). O nivel de
protecdo heterdloga transmitida pelas vacinas vivas atenuadas é variavel de caso para
caso e normalmente estas vacinas possuem dificuldades em manter protecdo
imunitaria contra estirpes heterélogas em porcas, comparativamente com a prote¢ao
natural homdloga (Lager et al,. 1997; Opriessnig et al,. 2005; Kimman et al,. 2009). Em
geral, observa-se uma diminuicdo da duracdo da viremia, menor taxa de infecéo
transplacentaria, menor distribuicdo no organismo e menor excrecdo viral nos animais
vacinados, comparativamente aos animais nao imunizados. (Scortti et al,. 2006; Cano
et al,. 2007a, b; Zuckermann et al,. 2007; Okuda et al,. 2008; Martelli et al,. 2009) Sdo
eficazes na redugéo da sintomatologia apds o surto com estirpes de campo mas nao
sdo frequentemente eficazes na protecdo de infe¢bes virais (Cano et al,. 2007b;
Okuda et al,. 2008). Tém sido usadas no controlo e eliminacdo do PRRSV com taxas
de sucesso variaveis (Dee et al,. 1998; Dee and Philips, 1998; Gillespie and Carroll,
2003; Cano et al,. 2007a; Thomas et al,. 2009;).

Em contrapartida, a replicacdo do virus vacinal pode levar & sua excrecdo e
infetar os animais sensiveis, podendo mesmo atravessar a placenta e infetar os fetos.
Esta replicagéo, tanto nos fetos de porcas vacinadas ou nos animais sensiveis, ndo
manifesta sinais clinicos tipicos da doenca. Mas este comportamento levanta
preocupacdes uma vez que apoés algumas transmissdes entre 0s animais, o virus pode
modificar-se, adquirindo viruléncia (Mengeling et al,. 1996; Piras et al,. 2005;
Zimmerman et al,. 2012). Existem relatos que referem a possibilidade das vacinas
MLV se tornarem virulentas (Bgtner et al,. 1997; Mengeling et al,. 1999b; Nielsen et
al,.2001).

Pelo contréario, as vacinas mortas possuem a vantagem de ser mais seguras,
ndo havendo qualquer replicagdo e posterior excre¢do viral. No entanto, as vacinas
mortas conferem fraca protecdo. Apds a vacinacdo de animais seronegativos, nem
sempre se observa uma resposta imunitaria humoral pois nem todos os animais
vacinados apresentam anticorpos medidos por ELISA e raramente se deteta
anticorpos neutralizantes. Do mesmo modo, a resposta imunitéria celular é fraca e
praticamente indetetavel (Piras et al,. 2005; Zuckermann et al,. 2007). As vacinas
mortas podem ser utilizadas para preparar o sistema imunitério, tornando a resposta
imunitaria tanto humoral como celular mais rapidas apos a infe¢cdo. Quando aplicada

em animais seropositivos (da vacina viva ou do virus de campo), a resposta imunitaria
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secundaria é também bastante marcada, induzindo uma resposta anamnéstica e a

producéo de anticorpos neutralizantes (Nilubol et al,. 2004; Zimmerman et al,. 2012).
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Tabela 5. Principais caracteristicas dos tipos de vacinas

Tipo de Vacina

Vacina Viva
Modificada

Inducéo darespostaimunitaria na

primeira vacinacao

Imunidade Humoral

Induz a seroconversao,
detetada por ELISA na
maioria dos animais

vacinados;

Induz a producéo de

Imunidade Celular

Resposta muito

inferior quando

comparada com
vacinas de outros

virus;

Inducéo daresposta imunitaria

secundaria

Imunidade Humoral

Resposta secundéria
detetavel por ELISA,

embora mais curta;

Aumento do titulo de

anticorpos

Imunidade
Celular

Aumento da
frequéncia de
células

produtoras de

Protecao
adquirida na
primeira

vacinacao

Diminuicdo da
duracéo da viremia;
Menor distribuicédo

organica do virus e

taxa de infecéo

Seguranca

Replica-se no
hospedeiro,
atravessa a barreira
placentaria e &
excretado pelos

animais vacinados;

Vacina Morta

_ Resposta das _ IFN-y. transplacentaria; | |
anticorpos ] neutralizantes na Existe o risco de
) células produtoras o o - L
neutralizantes. maioria dos animais. Protecéo imunitaria reverséo de
de IFN-y. L
variavel. viruléncia.
Nem todos os animais Aumento dos N&o existe Mais seguras pois
desenvolvem anticorpos detetados Aumento da diminuicdo da nao possuem
] Resposta fraca ou o o L ]
anticorpos; por ELISA na maioria frequéncia de viremia, distribuicdo capacidade de

Geralmente nédo ha
producéo de
anticorpos

neutralizantes.

indetetavel das
células produtoras
de IFN-y.

dos animais;

Aumento do n° de
animais com anticorpos

neutralizantes.

células
produtoras de
IFN-y.

organica ou infecéo

transplacentaria;

- Pouca protecéo

imunitaria.

replicagéo;

Sem risco de
reversao de

viruléncia.
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7.3.1.1. Planos vacinais

N&o existe um plano vacinal Gnico e que cada exploragcédo deve aplicar 0 mais
adequado de acordo com as caracteristicas e com as condi¢cbes epidemiologicas.
Assim, podemos decidir quais as vacinas a usar numa exploracdo com um surto
agudo e, numa exploracdo endémica. Em explora¢des negativas ndo se recomenda a
vacinacao (Dee, 2004; Charerntantanakul, 2012).

Numa exploragdo com um surto agudo, o principal objetivo é conferir imunidade
aos animais para evitar consequéncias clinicas, sobretudo nas porcas gestantes no
ultimo terco de gestacdo. A melhor opcdo é a vacinacdo em massa do efetivo
reprodutor, independentemente do momento de gestacdo. Esta pratica é a mais
segura comparativamente a exposi¢do ao virus de campo pois permite estabilizar a
exploracdo e recuperar 0s niveis de produgdo num periodo mais curto que a
exposi¢ao ao virus de campo (Alexopoulos et al,. 2005; Pejsak et al,. 2006).

Em exploracdes de ciclo fechado, deve vacinar-se todo o efetivo, incluindo a
descendéncia, dependendo da gravidade do surto e do nivel de biosseguranca da
exploracédo. O objetivo é adquirir imunidade suficiente para limitar a circulagdo do virus
de campo em todos os animais. Adicionalmente deve-se encerrar a exploracao,
interrompendo a entrada de animais sensiveis (Linhares et al,. 2012, 2014; Rose et al,.
2015)

As situagfes endémicas sdo muito distintas, existindo varios planos vacinais
distintos. Na escolha do plano adequado, deve ter-se em conta o grau de estabilidade
da exploracao, as normas de biosseguranca ou se se trata de uma exploracéo de ciclo

fechado ou de producédo multipla segmentada (Rose et al,. 2015).

a) Vacinagao dos animais de reposigao

Os animais de reposicao, isto é, as porcas nuliparas (marrés) ou varrascos que
entrem na exploracdo para o efetivo reprodutor, que n&o estejam imunes para o
determinado PRRSV que se encontra na exploracéo estdo em risco de infetarem apos
a sua entrada e consequentemente irdo excretar o virus (Dee and Philips, 1998; Dee,
2004). A infecdo de marrds gestantes, especialmente as que se encontram no ultimo
terco de gestagdo pode resultar na transmisséo vertical do PRRSV para os leitdes
(Scortti et al,.2006; Cano et al,. 2010).

A vacinacdo anteriormente a entrada da exploracao reduz a probabilidade de
infecdo e consequente excrecdo do virus (Benson et al,. 2000) devido a protecao
cruzada induzida pela vacina para o PRRSV de campo. Os resultados da vacinacgéo
sdo variaveis dado que nem todos os PRRSV de campo séo totalmente controlados

pela imunidade induzida pelo virus vacinal (Opriessnig et al,. 2005).
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A imunizacdo com o virus de campo e vacinacao posterior (Tabela 6) antes da
entrada no efetivo reprodutor permite os animais adquirirem uma imunidade especifica
ao virus de campo e uma protecdo mais sélida gracas a vacina. Este sistema deve
limitar-se as exploragfes que permitam o isolamento total dos animais de reposigao
por um periodo suficiente para garantir que ja ndo sao portadoras quando entram na
exploracdo. Caso contrario, deve utilizar-se a aplicacdo de duas doses de vacina
(Tabela 6) (Charerntantanakul, 2012; Diaz et al,. 2013).

b) Vacinacao do efetivo reprodutor

Relativamente as reprodutoras, a implementacdo dos protocolos vacinais é

opcional e dependente das caracteristicas de cada exploragéo (Tabela 7).
Ao longo do tempo foram desenvolvidos véarios programas de vacinacdo. O programa
6/60 consiste na vacinagdo ao 6° dia de lactagédo e 60° dia de gestacdo, seguida por
vacinagbes em cada lactagdo. Este programa permite conseguir uma imunizagdo
adequada nas porcas sem ter que vacinar no ultimo tergo da gestacdo. No entanto,
possui a desvantagem de ndo se vacinar todos 0s animais no mesmo momento, sendo
que o nivel imunitario da populacdo ndo é homogéneo e existe a dificuldade do
controlo da vacinacdo pois o intervalo entre doses depende da produtividade
individual. Com o tempo, verificou-se que o risco de infecéo transplacentéria pelo virus
vacinal é baixo e ndo produzem alterac6es na produtividade caso sejam administradas
no ultimo terco de gestacdo. Com isto, o sistema 6/60 tem sido substituido pelo
sistema atual de vacinagdo em massa a cada 3 a 4 meses. Este sistema permite um
melhor controlo das vacinacdes e uma imunidade mais homogénea na populacao
(Scortti et al,. 2006; Charerntantanakul, 2012; Zimmerman et al,. 2012).

A vacinacdo em massa do efetivo reprodutor é frequentemente utilizada para
ocorrer a exposicdo ao PRRSV. No entanto, como referido anteriormente, 0s
resultados podem ser variaveis devido a diversidade entre estirpes (Opriessnig et al,.
2005).

c) Vacinacado da descendéncia
A vacinacdo dos leitbes pode ser implementada para melhorar os indices
produtivos e diminuir a incidéncia da doenca na fase de crescimento ou para controlar
um surto pela diminuicdo da pressao de infecdo a que o efetivo reprodutor esta
submetido (Cano et al,. 2007a, b; Kritas et al,. 2007).
Em casos endémicos, para reduzir a incidéncia da doenca, a vacinacdo dos

leitdes € realizada aproximadamente as 3 ou 4 semanas de vida (Tabela 8). E

necessario considerar que a vacinacdo as 3 ou 4 semanas de vida € mais eficaz no
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melhoramento da produtividade pois permite o desenvolvimento da protecao imunitéria
antes da exposicéo viral (Cano et al,. 2007a, b; Kritas et al,. 2007) e antes da
imunidade maternal desaparecer (Albina et al,. 1994; Chung et al,. 1997). A imunidade
induzida pelas vacinas vivas modificadas tem um desenvolvimento lento, devendo ser
esta programada antes do contato com o PRRSV de campo (Benfield et al,. 1999). A
vacinacao induz imunidade heter6loga em porcos em crescimento caso seja usada 5
semanas antes a exposi¢do ao PRRSV de campo (Opriessnig et al,. 2005).

Durante os surtos, a vacinagdo deverd ser feita em todos o0s animais em
crescimento (Tabela 8). Numa exploragdo instavel, a vacinacao dos leitbes tera uma
eficacia reduzida pois uma percentagem dos animais vacinados jA se encontra
infetada. No entanto, h4 uma reducédo na excrecéo viral, sendo uma mais-valia pois a
vacinacdo do efetivo total em situacdes de emergéncia ndo tem como principal
objetivo proteger os leitdes mas sim reduzir a pressdo de infe¢cdo sobre o efetivo
reprodutor. A vacinacdo em massa da descendéncia € utilizada para ocorrer a
exposi¢cdo ao PRRSV (Cano et al,. 2007a, b; Kritas et al,. 2007).

A vacinagéo néo descarta o risco de infe¢do. No entanto, diminui a duragéo da
viremia e limita a distribuicdo orgénica, tornando o controlo da infecdo mais facil e
rapido (Cano et al,. 2007a, b). Tem demonstrado eficacia em reduzir o impacto a
exposicdo de estirpes PRRSV heter6logas em porcos, sendo um investimento

benéfico (Mengeling et al,. 2003; Opriessnig et al,. 2005; Schuon et al,. 2008).

59



Revisdo Bibliografica

Tabela 6. Planos de vacinacéo dos animais de reposi¢ao

Animais de Reposicao

Planos Descricao Vantagens Desvantagens
Mais seguro;
Melhor opcéo em periodos de adaptagéo curtos;
Aplicagéo de duas
L Melhor opcdo quando o isolamento apos a _ o . L
Vacinagao doses durante o Peaoq P A protecao imunitaria obtida pela vacina¢éo pode
. exposicao ao virus de campo néo é possivel; . : .
Dupla periodo de nao ser eficaz contra a estirpe de campo.
adaptacao. Melhor opcao quando néo é possivel o
isolamento dos animais de reposicao do efetivo
reprodutor.
Exposicao ao virus
Exposicao - de campo e Permite imunidade especifica frente a estirpe A exposicdo ao virus de campo com posterior
Vacinacao posteriormente gue circula na exploracao. vacinacdo € menos segura.
vacinacao.

Condicionantes:

- A imunizacao dos animais de reposicao é necessario em qualquer programa de controlo da PRRS, sendo a vacinacdo o método

mais utilizado;

- Em animais negativos, devem ser utilizadas vacinas vivas na primeira vacinacéo.
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Tabela 7. Planos de vacinacédo do efetivo reprodutor

Efetivo Reprodutor

Planos Descricao Vantagens Desvantagens

N&o permitem o controlo das vacinagdes e

Vacinac¢ao no segundo terco de Mais seguro; conduzem a imunidade pouco homogénea da
6/60 gestacao e posteriormente na Evitam a vacinacdo durante a fase exploracao;
primeira semana de lactagéo. de infecdo transplacentaria. N&o permitem intensificar os programas de
vacinacao.

As vacinagdes em massa permitem

0 controlo mais eficaz;

L Vacinacao entre 3 a 4 meses, ) ) ] ) ) . .
Vacinacdo em | Conduzem a uma imunidade Existe o risco de infecdo transplacentaria,
independentemente do momento ) . _
massa . homogénea na exploragéo; embora baixo.
de gestacao.

Permitem a adaptagéo da frequéncia

de vacinagéo.

Condicionantes
- Em exploracdes instaveis, com pouca biosseguranca, ciclos fechados e adaptacdo dos animais de reposicdo insuficiente, é
importante a implementacéo de protocolos vacinais;
- Em exploracdes estaveis, com biosseguranca e com boa adaptacdo dos animais de reposicdo, pode ndo ser necessaria a

vacinacao do efetivo.
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Tabela 8. Planos de vacinacéo dos animais em crescimento

Animais em crescimento

Planos Descricao Vantagens Desvantagens

Vacinacgao as 3 ou 4 semanas de Diminui a duracdo da viremia;
Vacinacao as 3 | forma a conferir protecao contra Limita a distribuicdo organica do N&o evita a infecao;
ou 4 semanas os efeitos negativos da infegéo virus; Método dispendioso.
durante a fase de crescimento. Aumenta a produtividade.

L Vacinacao de todo o efetivo com o . ] . _ _ .
Vacinacdo em o Diminuicdo da excrecao do virus; N&o evita a infecao;
0 objetivo de controlar de forma - i _ _
massa o Auxilia o controlo do surto. Método dispendioso.
rapida o surto.

Condicionantes
- A vacinagado de leitbes deve realizar-se com vacinas vivas modificadas, dado serem animais negativos que se imunizam pela
primeira vez;
- Para melhorar a produtividade e reduzir os efeitos negativos, devem ser vacinados as 3-4 semanas de vida de forma a assegurar o
desenvolvimento da resposta imunitéria antes da exposi¢cdo ao PRRSV;

- A decisdo da vacinagdo dos leitdes deve basear-se numa relacao custo-beneficio.
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7.3.2. Exposigcao ao PRRSV de campo

A exposi¢do ao virus vivo de campo ndo é uma técnica recente e é usada no controlo
de diversas doencgas virais como por exemplo em doengas gastrointestinais transmissiveis
(Moxley et al,. 1993). A Diarreia Epidémica dos Suinos (PED) é um dos exemplos. A
exposicdo viral baseia-se no principio da imunidade homodloga é mais eficaz que a
imunidade heterdloga (Lager et al,. 1999).

A exposicdo ao PRRSV de campo assegura a exposicdo de todos os animais para
uma determinada estirpe com o objetivo de produzir uma exploracéo seropositiva uniforme e
prevenir o aparecimento de subpopulagdes sensiveis (FitzSimmons, 2005; Ruen et al,.
2007). E importante que o virus usado seja retirado da propria exploracdo de modo a
minimizar as possibilidades de entrada de novas estirpes.

A exposicdo pode ser realizada através da inje¢éo de soro, tecidos contaminados ou
através do contato entre animais contaminados e sensiveis. O soro é colhido de animais
infetados que tenham o virus em circulacdo (Hill et al,. 2004), sendo os leitdes infetados os
gue possuem maior concentracdo viral (Ruen, 2003). A injecao do soro é o método mais
eficaz pois assegura 100% da exposicdo dos animais caso o procedimento seja realizado
corretamente (FitzSimmons, 2005). A dose necessaria para ocorrer seroconversao eficaz é
entre 7 a 247 particulas virais vivas (Pugh et al,. 2005). Os tecidos contaminados séo
colhidos de suinos infetados sendo dados aos animais que necessitam de desenvolver
imunidade (Dufresne, 2003). A exposicado realizada através do contato consiste em
identificar os animais infetados e favorecer o contato nasal entre animais infetados e
sensiveis. Porcas que tenham abortado ou animais jovens sdo as escolhas durante os
surtos (Desrosiers and Boutin, 2002; Batista and Dee, 2002; Ruen, 2003). No entanto, a
exposicao atraves de tecidos contaminados ou contatos ndo sdo métodos eficazes pois ndo
existe precisdo em quantificar a carga viral transmitida (Hill et al,. 2004).

Existem riscos associados ao uso da exposicdo do PRRSV de campo,
nomeadamente a infecdo dos individuos expostos sera tdo severa como a infe¢cdo natural.
Pode resultar na manifestacdo de sinais clinicos, morte ou reducdo da produtividade
reprodutora (FitzSimmons, 2005; Bruner, 2007). Existe também o risco de infecdo por outros
agentes patogénicos ao realizar a exposi¢cdo ao PRRSV (Corzo et al,. 2010). Para reduzir os
prejuizos, a exposicdo deve ser utilizada através de um planeamento. Adicionalmente,
podem ser utilizados antipiréticos (acido acetilsalicilico) e antibiéticos como a tilmicosina
para oferecer algum bem-estar aos animais, assim como reduzir as perdas (Fano et al,.
2005; Batista et al,. 2009).
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7.3.3. Estratégias de imunizagéao

As estratégias da imunizacao ao PRRSV de campo nas diferentes fases de producéo

incluem:
I.  Adaptacéo do efetivo de reposigéo;
ii. Exposicdo ao efetivo reprodutor;
iii. Exposicdo aos animais em crescimento.
7.3.3.1. Adaptacéo do efetivo de reposicéo

Na adaptacdo (Acclimation) do efetivo de reposi¢éo, é importante assegurar que a
entrada de novos animais ndo representa um risco de introducdo de novas estirpes de
PRRSV ou reintroducao do virus para o sucesso do programa de controlo ou erradicacao da
PRRS. As exploragbes origem dos animais devem fornecer informagdes relativamente ao
estado de sanidade, assim como os protocolos de controlo de doengas. O transporte destes
animais deve assegurar a biosseguranca dos mesmos. O mesmo se aplica para

exploracdes de origem do sémen ou de varrascos.

a. Exposicéo

O processo de adaptacdo € composto por 3 fases: pré-exposicao, exposicdo e

periodo de recuperacgéo pos-exposicao (Dee, 2004).

Periodo de pré-exposicao

Este periodo consiste em explorar o estado dos animais de reposi¢éo, verificando a
ocorréncia de infegBes recentes que ocorram na exploracdo de origem ou durante o
transporte através de serologias ou PCR. Quando realizada as serologias, devem ser
realizadas 24h a 48h apos a chegada, verificando se os animais se infetaram na exploracéo
de origem. No entanto, pode realizar-se novamente serologias aos 14 dias apés a chegada
a fim de verificar se ndo ocorreu nenhuma infecdo durante o transporte. Os testes de PCR
detetam viremias 24h ap6s a infecdo. Estes podem complementar as serologias,

identificando o virus em infe¢des recentes (Pitkin et al,. 2009b).

Periodo exposicéo
O periodo de exposicao varia de acordo com a técnica usada. Exposi¢cédo através da
injecao do soro com o virus é realizada em apenas 1 dia. Usando as vacinas MLV em duas

doses separadas por 1 més, demora 0 mesmo tempo. A exposicdo através do contato com
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porcos infetados ou tecidos requer mais de 60 dias (Gillespie and Carroll, 2003; Dee, 2004;
FitzSimmons, 2005).

Periodo de recuperagéo pos-exposi¢ao

O objetivo deste periodo é assegurar que as porcas nhuliparas ou varrascos néo
entrem no efetivo reprodutor a excretar o virus. Este periodo deve demorar pelo menos 90
dias pos-exposicdo (Batista and Dee, 2002). Quanto mais longo for este periodo, menor o
risco de excrecdo do virus e infecdo do efetivo reprodutor (FitzSimmons, 2005). A realizacao
de testes PCR antes da entrada no efetivo reprodutor é frequentemente utilizada. Os testes
positivos sdo fortes indicadores de que 0s animais se encontram a excretar 0 Virus,

enguanto testes negativos ndo permitem garantir gue um animal nao é infecioso.

b. Local da adaptacéo
A adaptacdo das porcas nuliparas ou varrascos de reposi¢cado pode ser realizada na
propria exploracdo — Adaptacgéo Interna (On-site Acclimation) ou externamente — Adaptacéo

Externa (Off-site Acclimation).

Adaptacéo interna com o0s animais em crescimento

Neste caso, as porcas nuliparas e varrascos de reposi¢cao sdo introduzidos em salas
de desmame ou engordas (Batista and Pijoan, 2000). Este método de adaptacao s6 deve
ser utilizado em exploracbes que possuam o PRRSV em circulagdo nos animais em
crescimento, baseando-se no contato com animais infetados, ndo sendo este método muito
fiavel como referido anteriormente (Hill et al,. 2004). Caso a adaptacéo falhe, existe o risco
de surgir surtos de PRRS no efetivo reprodutor. Por outro lado, caso a estirpe de PRRSV
que circule nos animais em crescimento seja diferente do efetivo reprodutor, existe o risco
de introduzir uma nova estirpe (FitzSimmons, 2005). Este método € apenas aconselhado em
programas de adaptacédo a curto prazo com o objetivo de eliminar o PRRSV dos animais em

crescimento.

Adaptacéo interna em quarentenas em exploracdes encerradas

Em exploracdes positivas encerradas (ver em Programas de Erradicacdo), os
animais de reposicao devem ser submetidos a adaptacdo com a estirpe presente no efetivo
reprodutor em quarentenas. A utlizacdo de quarentenas possui a vantagem de
comprometer o efetivo reprodutor a excregdo do virus durante a adaptagéo. As quarentenas

ndo devem estar proximas ou diretamente ligadas ao edificio principal pois existe o risco de
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transmissdo da doenca por aerossois ao efetivo reprodutor, devendo existir também regras
de biosseguranca (Torremorell et al,. 2000). Os trabalhadores devem mudar a roupa e as
botas, seguido da lavagem das méos entre cada movimento entre a exploracdo e a
quarentena. Adicionalmente, deve ser utilizado o método “All In - All Out” na quarentena com

lavagem e desinfecao entre lotes para minimizar o risco de mutagao viral (Dee, 2004).

Adaptacgdo externa

Este tipo de adaptacéo favorece maior protecao para o efetivo reprodutor pois o risco
de transmisséo por aerossois da quarentena é reduzido e a circulagdo dos trabalhadores
tem melhor controlo. As instalacdes de adaptacdo externa devem possuir medidas de
biosseguranga extremamente exigentes (FitzSimmons, 2005). Caso estas estejam
demasiado préximas de outras exploragfes, existe o risco dos animais de reposicdo se
infetarem com estirpes PRRSV diferentes através de moscas, mosquitos, aerossois, entre
outros (Zimmerman, 2007). Podem ser instalados filtros de ar para reduzir esse risco
(Reicks, 2010). Outro problema deste método é o risco de infecdo durante transporte dos

animais de reposicdo para a exploracao.

c. Monitorizagdo da estirpe
Em exploragdes positivas com o PRRSV em circulagédo, a monitorizagdo regular da
estirpe € muito utilizada. O objetivo deste método é procurar manter a imunidade do efetivo
reprodutor “atualizado” com as mutagées do PRRSV. A monitorizacdo da estirpe da
exploracdo requer o isolamento frequente do PRRSV da exploracdo com a comparagao
entre estirpes e atualizacdo do programa de adaptacéo (Torrison et al,. 2003).

7.3.3.2. Exposicao ao efetivo reprodutor

A exposicdo do PRRSV de campo a todas as porcas do efetivo reprodutor e
varrascos é utilizado para expor todo o efetivo simultaneamente, permitido assim a
imunidade simultanea do efetivo (Corzo et al,. 2010), um fator importante para a erradicacao
do PRRSV. A exploragéo € entdo encerrada pelo menos 180 dias (Schaefer and Morrison,
2007) ou 200 dias (Yeske, 2009).

A exposi¢do do virus de campo a porcas gestantes pode levar & morte, problemas
reprodutivos ou infecdo dos fetos em gestacdes mais tardias (Bruner, 2007). A infecdo no
Utero aumenta o risco de problemas nos leitbes nas maternidades, salas de recria ou

mesmo nas engordas (Bruner, 2007).
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7.3.3.3. Exposicéo aos animais em crescimento

A exposicdo do PRRSV de campo aos animais em crescimento (desde os leitbes
desmamados aos animais em acabamento) é usada para assegurar a exposicao
simultanea, permitindo assim a imunidade simultanea (Pittman, 2007). O objetivo deste
método é adquirir imunidade uniforme e assim reduzir a excre¢ao do virus anteriormente a
introducdo de animais de reposicdo. A exposicdo a estirpes PRRSV virulentas ndo é

aconselhada devido a sintomatologia respiratéria que causa (Dufresne, 2003).

7.4. Erradicacao

A erradicacdo do PRRSV de uma populagéo € necessaria para melhorar a saude dos
porcos e a produtividade. A erradicacdo espontanea de PRRSV a partir de uma exploragéo
esta descrita (Freese and Joo 1994), mas torna-se progressivamente impossivel nos atuais
sistemas de producdo. A erradicacdo bem-sucedida de PRRSV de exploracdes infetadas
pode ser alcancada através de varios métodos como o despovoamento total com
repovoamento negativo ou despovoamento parcial, “Andlise e Remog¢ao” e “Desmame e
Remocdo”, e encerramento da exploragdo ou preenchimento-encerramento-
homogeneizagéo (Dee and Molitor 1998; Torremorell et al,., 2003). Um plano de erradicagéo
bem-sucedido requer a implementacdo de medidas de biosseguranca para a prevencao de

reinfegBes na exploracdo (Torremorell et al,. 2004).

7.4.1. Despovoamento
7.4.1.1. Despovoamento total e repovoamento

Este método consiste em remover todo o efetivo reprodutor e/ou 0os animais em
crescimento da exploracdo, desinfecdo das instalacbes e repovoamento com animais
negativos (Corzo et al,. 2010). E frequentemente usado em exploracdes com varias doencas
presentes e ndo existe outro método com melhor relacéo custo-beneficio com probabilidade
de sucesso. E também aconselhado em exploragdes com multiplas estirpes de PRRSV com
sinais de outras doencas (Roberts, 2002; Corzo et al,. 2010). No entanto, este método nao
deve ser aplicado até ser encontrada a origem do PRRSV e serem reconhecidos os fatores
gue contribuiram para o surto. O objetivo é prevenir o reaparecimento da PRRS apds o
repovoamento (DeBuse, 2007).

A efichcia deste método € elevada e permite resolver mdltiplas doencas
simultaneamente. Adicionalmente, a repovoagdo permite a entrada de animais com

melhorias genéticas. Como desvantagens, este método € dispendioso e requer que 0s
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animais de repovoamento sejam provenientes de exploracdes negativas. Outra

desvantagem € o risco de reinfecao durante ou apos o repovoamento (Corzo et al,. 2010).

7.4.1.2. Despovoamento parcial

O despovoamento parcial é indicado para a erradicacdo do virus em porcos de
engorda quando a excre¢do do virus jA ndo ocorre no efetivo reprodutor (Dee and Joo,
1997). Este tipo de despovoamento torna-se vantajoso pois possui menores custos

comparativamente ao despovoamento total.

a. Despovoamento dos animais em crescimento e repovoamento

Este método é utilizado quando existe producdo de animais em crescimento
negativos nas exploragcdes com programas de erradicacdo da PRRS implementados. As
salas de recria/desmames e salas de engorda sdo despovoadas e, apés a limpeza profunda
e desinfecdo, sdo novamente repovoadas com suinos negativos ao PRRSV (Dee and Joo,
1997; Dufresne, 2003; Torremorell et al,. 2003). Este método tem elevada eficacia e permite
aumentar a produtividade. Como desvantagens, 0s animais provenientes do despovoamento
terdo de terminar o seu crescimento fora da exploracéo, terdo de permanecer mais tempo
nas salas de recria no caso do despovoamento nas engordas ou terdo que antecipar o

deslocamento para as engordas no caso do despovoamento das salas de recria.

b. Despovoamento parcial dos animais em crescimento e Repovoamento

Em exploragbes com produgdes utilizando o método “All In - All Out” por seccao, a
erradicagdo do PRRSV pode ser conseguida através da despovoamento parcial. Consiste
na separacdo dos animais negativos e positivos em diferentes secc¢des. As secgdes que irdo
albergar os animais negativos devem ser limpas e desinfetadas (Andreasen, 2000,
Dufresne, 2003; Torremorell et al,. 2003). A erradicacdo do PRRSV depende da
implementacdo de regras de biosseguranca e da estirpe de PRRSV presente. No entanto,
existe o0 risco de transmissdao do PRRSV através dos aerossoéis. Este método é mais
conveniente que a despovoamento total mas, no entanto, possui riscos elevados de

reinfecdes.

7.4.2. Analise e remocéo
Este método baseia-se em serologias/testes PCR no efetivo reprodutor e
posteriormente abate dos animais seropositivos/infetados (Corzo et al,. 2010). O efetivo

reprodutor total € testado simultaneamente usando testes ELISA e PCR e as porcas
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positivas a qualquer teste sdo abatidas (Dee et al,. 2001a; Roberts, 2002). Caso tenha
decorrido a detegéo de infecdo em animais pés-desmame, as salas de recria e/ou engorda
devem ser despovoadas 24 a 48h antes do método Analise e Remogéo (Dee et al,. 2001a).
ApGs a conclusdo deste método, o efetivo reprodutor e os animais em crescimento ficam
sobre monitorizacdo mensal por ELISA durante 12 meses consecutivos. Este método é
apenas viavel em exploracdes com seroprevaléncias baixas no efetivo reprodutor, inferior a
25% (Zimmerman et al,. 2012).

Este método pode ter até 100% de eficacia e possui menor risco que o0 método de
segregacdo ao desmame. Porém, € um meétodo dispendioso devido a quantidade de

analises necessarias e devido as perdas dos animais abatidos.

7.4.3. Desmame e remocao

Este método € semelhante ao método Analise e Remocdo mas especificamente
focado em porcas apds o desmame. Consiste em testar os animais antes da entrada nas
maternidades com ELISA e PCR (Sandri, 2001). As porcas positivas ao PCR s&o removidas
imediatamente, mesmo antes do parto. As porcas seropositivas sdo removidas apenas ap6s
o desmame e substituidas por porcas negativas. Este programa deve durar no minimo 20
semanas (Roberts, 2002) e todas as porcas devem ser testadas.

Comparativamente ao método Analise e Remocdao, este método é mais pratico em
exploracdes maiores e menos dispendioso dado que as porcas gestantes seropositivas nao
sdo abatidas. No entanto, € um processo mais lento e possui o risco das porcas ja
diagnosticadas seronegativas se infetarem por outra virémica ainda nao diagnosticada. Por
outro lado, as porcas seropositivas e negativas ao PCR podem excretar o virus até 90 dias

pés-infecédo, sendo a origem do PRRSV.

7.4.4. Encerramento da exploracao

O encerramento da exploracdo ou preenchimento-encerramento-homogeneizacao
(Herd Closure ou Load-Close-Homogenize) é o método mais utilizado dentro dos programas
de erradicacdo do PRRSV (Corzo et al,. 2010). Este método baseia-se na interrupcdo da
entrada de animais de reposicdo por um periodo minimo de 6 meses acompanhada da
eliminacdo dos animais seropositivos durante esse periodo. O encerramento da exploracao

envolve 0s seguintes passos:

7.4.4.1. Preenchimento-Encerramento-Homogeneizacao
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O preenchimento da exploracéo consiste na introducdo de animais para reposicao
antes do encerramento da exploracdo. Alternativamente, os animais de reposi¢éo negativos
podem ser colocados em instalacdes externas (como na adaptacdo externa) em casos de
falta de espaco na prépria exploragéo (Torremorell et al,. 2003).

Apds a entrada dos animais, a exploracdo suspende a entrada de animais de
reposicdo até que a exploracdo possa ser definida com estavel. Deste modo, evita-se a
introducé@o de novos animais sensiveis ao PRRSV. Este passo chama-se de encerramento.

A homogeneizacdo consiste na vacina¢do dos animais, frequentemente usada nos
programas de encerramento, ou exposicdo ao PRRSV existente na exploracdo (DeBuse,
2007). Esta confere simultaneamente aos animais uma resposta imunitaria eficaz e elimina
eventuais subpopulagbes sensiveis. Apesar da existéncia temporaria de animais
persistentemente infetados, ao eliminar subpopulagfes sensiveis permite a redugédo ou

mesmo eliminacgdo da circulagéo do virus dentro da exploragdo (Corzo et al,. 2010).

7.4.4.2. Reintroducdo dos animais de reposi¢ao seronegativos

Antes da introducao de porcas nuliparas de reposi¢do seronegativas, deve colocar-
se isoladamente animais sentinela misturados com porcas seropositivas com o objetivo de
determinar se o virus ainda estd a ser excretado. Caso nao esteja, 0s novos animais de

reposicao entram na exploracdo separados dos animais existentes (Torremorell et al,. 2003).

7.4.4.3. Abate das porcas seropositivas

Apés a entrada das nuliparas seronegativas, as porcas existentes anteriormente
seropositivas ao PRRSV séo removidas. Um programa mais acelerado de abate pode ser
implementado com o objetivo de atingir o estado seroldgico negativo da exploracdo mais

rapidamente (Dufresne, 2003).

7.4.4.4. Erradicagcdo do PRRSV nos animais em crescimento

A erradicacdo do PRRSV em animais em crescimento deve iniciar-se apenas quando
ha garantias que o ciclo de producao tera condicbes de permanecer negativo. Este passo
requer o despovoamento das salas de recria e posteriormente lavagem e desinfecdo. Apos
estes passos, procede-se 0 repovoamento com porcos negativos ao PRRSV (Dufresne,
2003; Torremorell et al,. 2003).
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7.4.4.5. Monitorizacdo pos-erradicacao

A monitorizac@o é necessaria durante todo o processo: nos animais sentinela, nos
animais de reposicdo e nos animais em crescimento. A monitorizacédo do ciclo de producgéo
deve realizar-se mensalmente para detetar se ainda existem infegdes (Torremorell et al,.
2003).

O encerramento da exploracdo tem uma taxa de sucesso entre 91 a 100% e é
menos complicada e dispendiosa que os métodos “Analise e Remogao” ou “Desmame e
Remocao”. Como desvantagens, este método necessita de periodos prolongados até estar
concluido e levanta a necessidade de instalacdes externas (Dee et al,. 2001a; Torremorell et
al,. 2003; Dubois, 2007).
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8. CoNcLUsAO

Apesar de ter surgido no inicio dos anos 90 do século XX, a PRRS continua a ser uma
doenca atual, com graves consequéncias para a industria suinicola de todo o mundo. De
acordo com Holtkamp et al,. (2012), a PRRS é responséavel pela perda anual de 664 milhdes
de ddlares nas exploragdes suinicolas dos Estados Unidos da América.

O PRRSV é um virus extremamente dindmico tanto a nivel genético, com a sua
elevada variabilidade genética entre os genoétipos e entre as mesmas estirpes, quer a nivel
imunitario, através dos variados mecanismos de evasao e desregulagdo imunitaria, como a
nivel de manifestacdo clinica, dependendo aqui da estirpe, do individuo e condi¢ces
ambientais.

A vacinagdo com o virus vivo atenuado € um método largamente utilizado. Possui
eficacia na reducdo dos sinais clinicos ap6s o surto mas a sua eficacia na protecdo
imunitaria contra estirpes heterdlogas € reduzida quando comparada com a protecao
homologa. Adicionalmente, existem riscos associados ao uso deste tipo de vacina.

Por estas razdes, é necessario continuar a investigacdo de novas formas de combate
ao PRRSV, como novas vacinas ou novas técnicas de controlo do virus. E também
necessaria a investigagdo mais aprofundada dos mecanismos de evasdo imunitaria de
forma a permitir um melhor controlo da doenca durante surtos agudos ou em zonas
endémicas.

No entanto, 0 método de encerramento da exploracéo durante pelo menos 200 dias
€ um método eficaz na eliminacdo do PRRSV da exploragdo. A implementagdo de
protocolos de biosseguranca rigorosos incluindo, por exemplo, a filtracdo do ar, permite
prevenir a (re)entrada do virus. Estas duas praticas permitem os produtores de suinos

evitarem e/ou erradicarem o PRRSV.
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OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

e Avaliar a descendéncia do efetivo reprodutor de uma exploragéo infetada por PRRS;
¢ Interpretacdo dos dados obtidos através dos testes ELISA e RT-PCR;

o Definir quais as idades dos animais ideais para amostra que serdo utilizados como
sentinelas;

o Definir um possivel plano de controlo da doenca e erradicacdo do PRRSV na

exploracéo do presente estudo.
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MATERIAIS E METODOS

1. Animais e caracteristicas gerais da exploracao:

O presente estudo foi realizado numa exploracdo suinicola com o esquema de
producao “Ciclo Fechado”, localizada na regido Centro de Portugal, na latitude 39.649478 e
longitude -8.307067.

A sua estrutura é constituida por 3 edificios principais: 2 edificios com engordas e 1
edificio com as salas de gestacéo, salas de maternidades e salas de recria ou desmame. Na
data da recolha das amostras estava presentes aproximadamente 480 reprodutoras, 1500
leitdes desmamados e 2000 porcos em crescimento nas engordas. Os animais de reposi¢cao
do efetivo reprodutor tém origem externa. Os porcos séo produzidos através do cruzamento
de fémeas Large white X Landrace com machos finalizadores Pietrain.

Relativamente ao maneio da exploracdo, semanalmente s&o inseminadas
artificialmente aproximadamente 25 porcas. Os leitbes sdo desmamados as 4 semanas de
vida, semanalmente, sendo transferidos para as salas de recria. As 10-12 semanas de

idade, os leitdes séo transferidos para as salas de engorda.

A vacina PRRSV usada no plano profilatico é Porcilis® PRRS (Intervet International
BV, Boxmeer, Holanda), uma vacina com uma estirpe PRRSV Tipo 1 (Europeia) viva
atenuada, administrada a cada 6 meses as porcas. O plano profilatico inclui também a
vacinagdo para a doenca do Aujeszky e Circovirus. A descendéncia € apenas vacinada

contra o Circovirus. Este plano profilatico é usado ha pelo menos 3 anos.

A PRRS foi anteriormente diagnosticada na exploragéo por ELISA e PCR nos ultimos
3 anos. Os sinais clinicos reprodutivos e respiratérios estavam também presentes. Nesse
mesmo periodo, foram monitorizados os anticorpos contra Circovirus (PCV K2 — IgM e 1gG),
Actionobacillus pleuropneumoniae (APP ApxIl/TBp 2), Influenza e doenga do Aujeszky (ADV
gB e ADV gE) de animais sentinelas de cada fase do ciclo de produgédo: os mesmos 4-6

animais foram analisados mensalmente desde a maternidade até as 24 semanas de idade.

2. Colheita de amostras

No més de Novembro de 2014, foram colhidas amostras de sangue de 66 porcos de
descendéncia de diferentes idades e zonas de producdo. Foram formados grupos de 6

animais selecionados aleatoriamente com 0 (recém-nascidos), 1, 2, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e
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24 semanas de idade. As amostras de sangue foram colhidas através da punc¢édo da veia
cava ou veia jugular. Apés a colheita, as amostras foram refrigeradas a 4°C e enviadas para
o laboratério. O soro foi removido da amostra através da centrifugacdo e armazenado a -

20°C até serem analisados.

Figura 9. Colheita de sangue da veia cava superior (adaptado de Zimmerman et al,. 2012).

Legenda: Método de restricdo de suinos com menos de 20 kg para colheita de sangue da veia cava

superior. O local de puncédo encontra-se marcado com um circulo, indicado pela seta vermelha.

Figura 10. Colheita de sangue da veia cava superior (adaptado de Zimmerman et al,. 2012).

Legenda: Método de restricdo de suinos em pé. A seta vermelha indica o local de puncéo da

veia jugular e a seta verde indica o local de punc¢do da veia cava superior.
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3. Teste ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) dos anticorpos especificos
contra o PRRSV

As amostras foram analisadas individualmente, de acordo com as instru¢gbes do
fabricante, através de testes kit ELISA comerciais IDEXX PRRS X3 (IDEXX Laboratory Inc.,
Liebefeld-Bern, Suica), o qual deteta ambas as estirpes Tipo | (Europeia) e Tipo Il (Norte

Americana).

O cut off para as amostras serem positivas (valores S/P), ou seja, o nivel limite para

as amostras serem positivas, foi de 0,4.

4. Quantificagcdo do PRRSV através do RT-PCR e anélise do amplicon

Por razbes econdmicas, foi utilizada uma estratégia de pooling na andlise RT-PCR.
O soro de 3 amostras de porcos com a mesma idade foi misturado anteriormente (total de

22 pools) e posteriormente submetido para andlise.

O ARN viral foi isolado usando o kit BioSprint® 96 One-For-All (Qiagen S.A., Hilden,

Alemanha).

A amplificacdo do ARN viral foi realizado através do kit QuantiTect™ SYBR® Green
RT-PCR (Qiagen S.A., Hilden, Alemanha). O PCR foi realizado no termociclador Rotor Gene
Q (Qiagen S.A., Hilden, Alemanha).

Todos os passos foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante.

5. Andlise do fragmento

O ARN obtido do isolamento da amostra foi submetido a uma analise de comparacéo
com outras estirpes de referéncia. Esta genotipagem foi obtida através da sequenciacao do

fragmento ORF7, o qual codifica a proteina N, utilizando o método Sanger.

As sequéncias foram analisadas através BLAST  (disponivel em

http://www.ncbi.nim.nih.gov/), comparando com as estirpes de referéncia europeias,

americanas e chinesas para permitir descobrir entre as quais € a mais similar.
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6. Analise Estatistica

Para interpretacdo dos valores obtidos, estes foram submetidos a uma andlise
estatistica.

A razdo de probabilidades (odds ratio) de acordo com as fases de producgéo foi
calculada através da regressao logistica univariada. O teste Wald foi considerado.

Foi utilizada a regressdo polinomial de grau 4 entre os valores S/P e idade dos

animais na andlise da previsdo do modelo.

Foi utilizado o programa estatistico JMP (verséo 7) (SAS Institute Inc, 2007).
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RESULTADOS

Neste estudo foram utilizados 66 animais descendentes do efetivo reprodutor
nas diferentes fases do ciclo de producdo.

A proporcao dos animais seropositivos nas fases de maternidade (com idades
de 0, 1, 2 e 3 semanas), de desmame (com idades de 6, 9 e 12 semanas) e engorda
(com idades de 15, 18, 21 e 24 semanas) foi de 75,0% (18/24), 33,3% (6/18) e 95.8%
(23/24), respetivamente (Tabela 9).

Foi 46 vezes mais provavel encontrar porcos seropositivos nas fases de
engorda que na fase de desmame (95% de intervalo de confianga com razdo de
probabilidade entre 5.0 a 427.4; P < 0.01).

Foi determinada uma correlagédo r =0,78 (P < 0,01) entre os valores S/P e a
idade dos porcos, considerando todos 0s animais positivos e negativos nas serologias
do PRRSV (figura 11). Esta correlacdo permaneceu significativa (r = 0,69; P < 0,01)
mesmo quando sdo apenas considerados 0s animais positivos para os valores S/P
(figura 12).

Relativamente aos resultados RT-PCR (através de uma estratégia utilizando
poolings), os animais que apresentavam resultados positivos foram os animais com 6
e 9 semanas de idade e animais com 15 semanas de idade, correspondendo as fases
de desmame e engorda, respetivamente.

Da amostra positiva (pool) correspondente aos porcos com 6 semanas de
idade, realizou-se a tipificacdo, concluindo-se que o virus de campo € mais proximo
geneticamente da estirpe europeia Lelystad AY588319.1 [M96262.2 (gi 51094507)]
(Tabela 10).

A sequéncia nucleotidica do fragmento (Imagem 13) foi:
CCAGTTGCTGGGTGCAATGATAAAGTCCCAGCGCCAGCAACCTAGGGGAGGACA
GGCAAAAAAAAGAAAGCCTGAGAAGCCACATTTTCCCCTAGCTGCTGAAGATGAC
ATTCGGCACCACCTCACCCAGACCGAACGTTCCCTCTGCTTGCAATCGATCCAGA
CGGCTTTTAACCAAGGCGCAGGAACTGCGTCGCTTTCATCCAGCGGGAAGGTCA
GTTTTCAGGTTGAGTTCATGCTGCCGGTTGCT.
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Figura 11. Previséo de valores S/P de acordo as idades dos porcos, considerando todos 0s
animais positivos e negativos para anticorpos contra o PRRSV.

Legenda: R.S.D.: Residual standard deviation.

S/P values

) Age (weeks)
r=0.69; R =0.47; R.S.D. =0.53; n =47; P <0.001

Figura 12. Previséo dos valores S/P de acordo com as idades dos porcos, considerando
apenas 0s animais positivos para anticorpos contra 0 PRRSV.

Legenda: R.S.D.: Residual standard deviation.
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Tabela 9. Resultado dos testes ELISA e PCR:

Resultadados

PRRS ELISA PPR?RRS PR A TR PRRS ELISA PPRCRRS

N° Tubo | Idade S/IP Pos/Neg Pool N° Tubo | Idade S/IP Pos/Neg Pool N° Tubo | Idade S/P Pos/Neg Pool

1 0 0,707 Positivo 25 6 0,849 Positivo 49 18 2,662 Positivo

2 0 1,761 Positivo | Negativo 26 6 1,511 Positivo | Negativo 50 18 2,835 Positivo | Negativo

3 0 1,186 Positivo 27 6 0,375 | Negativo 51 18 2,074 Positivo

4 0 0,633 Positivo 28 6 0,379 | Negativo 52 18 1,408 Positivo

5 0 2,066 Positivo | Negativo 29 6 0,039 | Negativo | Positivo 53 18 1,86 Positivo | Negativo

6 0 1,586 Positivo 30 6 1,256 Positivo 54 18 2,177 Positivo

7 1 1,431 Positivo 31 9 0,085 | Negativo 55 21 2,126 Positivo

8 1 1,28 Positivo | Negativo 32 9 0,109 | Negativo | Positivo 56 21 1,73 Positivo | Negativo

9 1 2,031 Positivo 33 9 0,217 | Negativo 57 21 2,386 Positivo

10 1 1,598 Positivo 34 9 0,404 Positivo 58 21 1,67 Positivo

11 1 1,493 Positivo | Negativo 35 9 0,019 | Negativo | Negativo 59 21 2,963 Positivo | Negativo

12 1 1,361 Positivo 36 9 0,812 Positivo 60 21 3,171 Positivo

13 2 1,683 | Positivo 37 12 0,631 | Positivo 61 24 0,946 | Positivo

14 2 1,315 Positivo | Negativo 38 12 0,014 | Negativo | Negativo 62 24 2,487 Positivo | Negativo

15 2 0,532 Positivo 39 12 0,008 | Negativo 63 24 2,394 Positivo

16 2 1,497 | Positivo 40 12 0,052 | Negativo 64 24 2,672 | Positivo

17 2 0,998 Positivo | Negativo 41 12 0,023 | Negativo | Negativo 65 24 1,588 Positivo | Negativo

18 2 0,078 | Negativo 42 12 0,099 | Negativo 66 24 2,099 Positivo

19 3 0,724 Positivo 43 15 1,833 Positivo

20 3 0,328 | Negativo | Negativo 44 15 2,654 | Positivo | Negativo

21 3 0,167 | Negativo 45 15 0,998 Positivo

22 3 0,122 | Negativo 46 15 2,369 Positivo

23 3 0,08 Negativo | Negativo 47 15 0,334 | Negativo | Positivo

24 3 0,25 Negativo 48 15 1,918 Positivo
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Tabela 10. Homologia entre a amostra em estudo e as estirpes de referéncia Europeia Lelystad AY588319.1 (M96262.2), a Norte-americana U87392.3 (VR-
2332) e Chinesa AY150312.1.

19.157=10
h71gb | AYS588
Consensus

19.157-10
571gbl AY588
Consensus

Total
Accession | Description score Querycoverage | E value Ident
AY588319.1 | PRRSV LV4.2.1, complete genome 407 100% | 8,00E-117 96%
UB87392.3 PRRSV strain ATCC VR-2332, complete genome 62,6 52% | 5,00E-13 70%
AY150312.1 | PRRSV HB-1 (sh)/2002, complete genome 80,6 52%| 2,00E-18 73%
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

130
I

CCAGTTGCTGGGTGCAATGATARARGTCCCAGCGCCAGCARCCTAGGGGAGGACAGGCARARRARAGARAGCCTGAGAAGCCACATTTTCCCCTAGCTGCTGAARGATGACAT TCGGCACCACCTCACCCAG

CCAGTTGCTGGGTGCAATGATAAAGTCCCAGCGCCAGCAACCTAGGGGAGGACAGGCCARAAAGAARAAGCCTGAGAAGCCACATTTTCCCCTGGCTGCTGARGATGACATCCGGCACCACCTCACCCAG
CCAGTTGCTGGGTGCAARTGATAAAGTCCCAGCGCCAGCAARCCTAGGGGAGGACAGGCaAAAAAaRaARAGCCTGAGAAGCCACATTTTCCCCTAGCTGCTGARGATGACATcCGGCACCACCTCACCCAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
] * + + + +* + + + + +* + |
ACCGARCGTTCCCTCTGCTTGCARTCGATCCAGACGGCTTTTARCCARGGCGCAGGAACTGCGTCGCTTTCATCCAGCGGGARGGTCAGTTTTCAGGTTGAGTTCATGCTGCCGGTTGET
ACTGAARCGCTCCCTCTGCTTGCARTCGATCCAGACGGCTTTCAATCARGGCGCAGGARCTGCGTCGCTTTCATCCAGCGGGARGGTCAGTTTTCAGGTTGAGTTTATGCTGCCGGTTGET
ACcGARCGcTCCCTCTGCTTGCARTCGATCCAGACGGCTTTcARCCARGGCGCAGGAACTGCGTCGCTTTCATCCAGCGGGARGGTCAGTTTTCAGGTTGAGTTcATGCTGCCGGTTGET

Figura 13. Alinhamento da amostra (19.157-10) em estudo com a estirpe Europeia M96262.2(gi 51094507)
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DISCUSSAO

Com o presente estudo, pretendeu-se realizar uma avaliacdo e interpretacdo dos
perfis seroldgicos de PRRS da descendéncia do efetivo reprodutor de uma exploragéo
suinicola infetada pela PRRS, assim como dos dados obtidos pela andlise RT-PCR.

De acordo com Albina et al,. (1994), os anticorpos maternais contra o0 PRRSV
provenientes do colostro estdo presentes no soro sanguineo até a idade de 3 semanas de
vida, anteriormente ao desmame. No entanto, Chung et al,. (1997) mostrou que o0s
anticorpos maternais permanecem relativamente elevados até as 4 semanas de vida,
atingindo os valores mais baixos as 6 semanas de vida. No presente estudo, os valores S/P
estimados mantém-se elevados inicialmente e comecam a decrescer até atingem o nivel
limite (0,4) para amostras positivas durante a 5% semana, indicando o desaparecimento dos

anticorpos maternais.

Com o decrescimento dos anticorpos maternais, os leitdes desmamados tornam-se
sensiveis e podem infetar-se com o PRRSV (Goyal, 1993). Este facto é evidenciado no
presente estudo pela detengdo do PRRSV no soro dos leitbes desmamados com 6 semanas

de vida.

Os porcos infetados pelo PRRSV produzem uma resposta inflamatéria, a qual é
facilmente detetada pela presenca de anticorpos especificos do tipo IgM ou IgG
aproximadamente aos 7 e 14 dias p0s-infecdo, respetivamente (Vezina et a. 1996). Nas
observacdes de Brown et al,. (2009), os porcos infetados experimentalmente com PRRSV
encontravam-se em 0%, 76,6% e 100% seropositivos aos 7, 14 e 21 dias pés-infe¢do, com
os testes ELISA Idexx. O valor maximo S/P foi observado as 8 semanas pos-infecéo,
decrescendo nas semanas seguintes. No presente estudo, os leitbes infetaram-se na fase
de desmame, aproximadamente entre as 6 e 9 semanas de vida, como determinado pelo
teste RT-PCR. Nas semanas posteriores, e apesar da circulagdo do PRRSV na fase de
engorda (demonstrada pelo pool positivo dos animais com 15 semanas de idade), observa-
se um aumento dos valores S/P estimados durante a fase de engorda, como se pode
observar na figura 11. Um aumento semelhante também ocorre quando é apenas
considerado animais positivos no teste ELISA. Os valores S/P méximos foram observados
nas amostras de animais com 21 semanas de vida, decrescendo rapidamente até as 24
semanas de vida, semelhante com o descrito com animais infetados pelo PRRSV
experimentalmente (Brown et al,. 2009; Han et al,. 2013) ou naturalmente (Sasaki et al,.

2010). Estes factos podem indicar que os animais com idades entre 18 e 21 semanas de
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vida sdo a melhor opcédo para usar como sentinelas numa exploracdo infetada com PRRSV,
mesmo com a vacinacgao do efetivo reprodutor. De facto, no presente estudo, ndo é apenas
observado um aumento dos valores S/P previstos de animais nas fases de engorda até as
21 semanas de vida, mas também observa-se que a probabilidade dos porcos na fase de
engorda se tornarem seropositivos ao PRRSV € 46 vezes superior quando comparado com
os leitdes na fase do desmame, embora o intervalo de confianca 95% da razdo de
probabilidades seja grande.

O presente estudo demonstra uma curva de animais seropositivos com diferentes
idades quando as amostras séo colhidas simultaneamente numa exploracéo infetada com
0s animais a serem infetados em diferentes idades. No entanto, os valores relativos baixos
do coeficiente de regressao observado entre os valores S/P e as idades de todos os animais
(R? = 0,60) ou apenas os positivos (R? = 0,47) podem indicar que a idade dos animais ndo é
anico fator importante que afeta a seroconversdo, mesmo com a circulagdo do virus na
exploracdo comprovada pelos resultados positivos PCR em animais de diferentes idades.
Provavelmente, a capacidade individual de imunomodulagdo e a potencial interagdo com
outros microrganismos, como por exemplo Actinobacillus pleuropneumoniae ou Circovirus
(Lévesque et al,. 2014; Fraile et al,. 2009), coincidindo com as andlises ELISA anteriores,

pode também afetar os porcos.

Os resultados do presente estudo também sugerem que as medidas de
biosseguranca aplicadas até a data ndo eram suficientes. Para controlar e erradicar o
PRRS, existem varios procedimentos, incluindo a adaptacdo dos animais de substituicao,
sistemas All-In/All-out, administracdo de medicamentos anteriormente ao desmame,
segregacdo precoce nos desmames, despovoamento unidirecional dos desmames e a
vacinacdo, apesar desta Ultima possuir diferentes taxas de sucesso. Nas exploracdes
infetadas, como a presente exploracdo deste estudo, o encerramento da exploracdo deve
ser iniciado com o objetivo de impedir a entrada de novas estirpes e reduzir o nUmero de
subpopulagfes sensiveis. A preparagdo das marras é também eficaz quando é utilizada
uma exposicdo planeada ao PRRSV de campo, sendo um processo barato e eficaz na
diminuicdo dos efeitos adversos da PRRS em porcas gestantes (Thanawongnuwech et al,.
2010).

7

A utilizacdo de vacinas vidas modificadas é muito comum e tem demonstrado
eficacia na reducdo dos sinais clinicos e na gravidade dos mesmos. Também € eficaz na
reducdo da duracdo da viremia e excre¢do do virus. Estudos anteriores demonstraram que a

vacinacédo concede protegédo desde 50% a 85%, conferindo alguma imunidade (Osorio et al,.
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1998; Scortti et al,. 2006; Martelli et al,. 2009). No entanto, este tipo de vacinas possui
limitagbes quando enfrentam estirpes PRRSV geneticamente distintas (Thanawongnuwech
et al,. 2010). Em casos extremos, a despovoamento total com posterior repovoamento pode
ser utilizado e possui elevada eficacia na erradicacdo do virus. No entanto, € um método

com elevado custo (Yeske, 2010).
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CONCLUSAO

A Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome € uma doenca que esta em
continua evolucgdo, gerando novas estirpes e expandindo a sua diversidade. No entanto, a
indastria moderna suinicola é também uma grande preocupa¢do pois € resposavel pela

distribuicdo do virus a nivel nacional ou mesmo internacional (Shi et al,. 2010b).

Para combater este problema atual, é necessério a implementacdo rigorosa das
medidas de controlo e erradicacéo da doenca, assim como a criacdo de novos mais eficazes
e a criagcao de novos métodos de vigilancia.

De acordo com os resultados apresentados e com o discutido ao longo deste
trabalho, podemos concluir:

e Os anticorpos contra 0 PRRSV originados pela imunidade passiva (maternal)
em leitbes nas maternidades aparentam desaparecer antes do 1° més de
vida, antes do desmame;

e O uso de vacinas vivas atenuadas ou modificadas na vacinacdo do efetivo
reprodutor ndo € suficiente na prevencao de infecdo de leitdes nas fases de
desmame;

e Os leitdes nas fases de desmame sdo capazes de realizar seroconversao ao
infetarem-se através do contacto com o PRRSV;

e A seroconversao € incrementada nas fases de engorda;

e Os valores S/P méaximos foram observados nas amostras dos porcos com
idades de 21 semanas de vida, decrescendo até as 24 semanas de vida;

e Em exploracbes infetadas ou em exploracdes endémicas, 0s porcos com
idades compreendidas entre as 18 e 21 semanas de vida sdo a melhor opgéo

para animais sentinela da PRRS.

No caso do presente estudo seria aconselhado iniciar um processo de encerramento
da exploracdo, impedindo a entrada de animais sensiveis na exploracdo e permitir a
homogeneizagéo imunitéria da exploragéo, por um periodo néo inferior a 6 meses (Schaefer
and Morrison, 2007; Yeske, 2009).

Seria aconselhado também modificar o protocolo vacinal para um programa vacinal
do efetivo reprodutor em massa mais rigoroso e apertado. E importante referir que o
programa vacinal consiste na vacinagdo de 6 em 6 meses, sendo este um periodo maior

que o defendido pela bibliografia.
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Adicionalmente, de forma a diminuir os efeitos negativos da doencga nos animais em
crescimento, poderia sugerir-se o inicio da vacinagdo dos leitdes aproximadamente as 3
semanas de vida. Esta vacinacao permite preparar o sistema imunitario dos animais mais
jovens para o desafio com o PRRS. Por outro lado, permite a posterior diminuicdo de
excrecdo viral por parte destes animais, reduzindo a pressdo de (re)infecdo do efetivo
reprodutor.
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