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Resumo

Borges, S.R.T. - Analise do risco da ocorréncia da Sindrome Respiratdria e
Reprodutiva dos Suinos(PRRS) em granjas de suinos tecnificadas do Estado
de Sao Paulo. Estudo do Perfil descritivo da situacao atual.Botucatu 2007, 92
p. Tese em Medicina Veterinaria - Area de Saude Animal,Saude Publica
Veterinaria e Seguranca Alimentar.Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu. Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi analisar o risco da possivel ocorréncia de
PRRS, nos rebanhos de granjas tecnificadas de suinos,incluindo centrais de
inseminacao artificial de suinos do Estado de S&do Paulo nos anos 2005 a 2006, foi
estudado a totalidade de 07 (sete) granjas de suinos, as quais importaram
reprodutores (machos e/ou fémeas) neste periodo ou que possuiam em seus
plantéis reprodutores descendentes de importados de paises endémicos para
PRRS. A avaliacdo consistiu na deteccao da possivel presenca de anticorpos para o
virus da PRRS através de prova sorolégica de ELISA ,exame de PCR para confirmar
ou ndo os soropositivos ,pesquisa da presenca do virus da PRRS pela analise por
microscopia eletronica do sémen dos machos reprodutores destas mesmas granjas
Foram realizadas 434 provas soroldgicas por meio do teste de ELISA indireto para
PRRS em 228 animais, PCR das amostras positivas no ELISA INDIRETO e
paralelamente Microscopia eletrbnica (Contrastacdo Negativa) em amostras de
sémen de 53 suinos reprodutores machos. Relativamente aos resultados de provas
e testes de diagnéstico, apenas 1 granja apresentou testes positivos para PRRS no
ELISA indireto, sendo que os animais positivos foram sacrificados e amostras de
seus tecidos foram submetidos ao teste do PCR vindo a ser negativos.Quanto as
amostras de sémen todas as 53 amostras resultaram como negativas para a PRRS.
O resultado do teste soroldégico em suinos reprodutores, machos e fémeas, quando
da aplicacdo da prova de ELISA-PRRS revelaram freqiéncia de ocorréncia da
PRRS igual a 0,0%.0s resultados da prova de PCR em amostras de tecidos de
suinos que se revelaram positivos ao teste de ELISA, foram negativos indicando
auséncia de virus em animais soropositivos, os resultados de microscopia eletrénica
de sémen de reprodutores importados ou seus descendentes, oriundos de paises

endémicos para PRSS, foram negativos.Os resultados indicam a auséncia de




Resumo

circulacao viral nas granjas estudadas .A técnica de microscopia eletrbnica usada
neste trabalho pode se tornar um instrumento valioso para o monitoramento do
rebanho de suinos reprodutores importados ou material biolégico importado(sémen)
para a deteccao precoce da PRRS. A Vigilancia Epidemiolégica da VIGIAGRO
somada a sorologia e microscopia eletrbnica mostrou-se suficiente para prevenir o
risco da ocorréncia da PRRS no Estado de S&o Paulo.

Palavras-chave: risco, sindrome reprodutiva e respiratéria dos suinos; suinos.




Abstract

Borges, S.R.T. — Analyze the risk of the possible occurrence of porcine
respiratory and reproductive disease — PRRS - in the animals of most technical
farms of swine certificated swine breeders farms of Sao Paulo state-
Descriptive profile of the current situation. Botucatu, 2007, 92p. Thesis for
doctor degree in Veterinary Medicine, Animal health area, Public health
veterinary medicine and Alimentary securit. Faculty of Veterinary Medicine and

Zootechny. Campus of Botucatu. Paulista State University.

ABSTRACT

The aim of the present work was to analyze the risk of the possible occurrence of
porcine respiratory and reproductive disease — PRRS - in the animals of most
technical farms of swine, including central offices for artificial insemination of swines
in the State of Sao Paulo from 2005 to 2006, the total of 07 (seven) swine farms were
studied which had imported reproducers (male and/or female) in this period or that
had descending reproducers of imported breeding from countries where PRRS was
endemic. The evaluation consisted of the detection of possible presence of
antibodies for the PRRS virus through ELISA serologic test, PCR examination to
confirm or to deny the positives, searches of PRRS virus presence using electronic
microscopy analysis of semen from the reproductive males from these same farms.
434 indirect ELISA serological tests for PRRS were done in 228 animals, PCR for
Positive samples in INDIRECT ELISA and parallel electronic Microscopy (Negative
Contrasting) in semen samples of 53 male reproductive swines. Relatively to the
proof and diagnosis test result, only 1 farm showed positive tests for PRRS in indirect
ELISA, being the positive animals had been put down and samples of their tissues
were submitted to PCR test showing a negative result. Related to the semen samples
all the 53 samples resulted as negative for the PRRS the result of the serologic test
in reproductive, male and female swines, application of the ELISA-PRRS test were
applied they showed occurrence frequency PRRS equals to 0.0%. The results of
PCR test in swine tissue samples, which had been positive to the ELISA test had
been negative indicating absence of virus in serum positive animals. The results for
electronic semen microscopy in imported reproducers or their descendants from
endemic countries for PRSS had been negative. The results indicate the absence of

viral circulation in the studied farms. The electronic microscopy technique used in this
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work can become valuable for monitoring imported reproductive swine or imported
biological material (semen) for early detection of the PRRS. The Epidemiologic
Surveillance of VIGIAGRO along with the serologic and electronic microscopy
showed to be enough to prevent the risk of the PRRS occurrence in the State of S&o
Paulo.

Key-words: risk, porcine respiratory and reproductive disease; swines
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Introducdo

1. INTRODUCAO

Entre as inumeras doencas que acometem os suinos, a PRRS
(Sindrome Respiratéria Reprodutiva dos Suinos) é indubitavelmente uma das mais
temidas pelos criadores de suinos em face do comprometimento da produtividade,
causando elevados prejuizos econdmicos a atividade suinicola de um estado ou
pais (HILL&PLATT,1992). E uma doenca caracterizada por alteracdes respiratdrias
(pneumonia) e reprodutivas em fémeas reprodutoras (abortamento, repeticao de cio,
nascimento de fetos mumificados, natimortos, nascimento de leitdes debilitados e
com problemas respiratérios) causando alta mortalidade em leitdes (WENSVOORT
et al ,1991). O Agente etiolégico é um virus RNA, pertencente a familia Arteriviridae
e ao género Arterivirus (BEER,1999). A doenca foi descrita pela primeira vez nos
Estados Unidos em 1987 e posteriormente no Canadda e Europa em 1990
(CHRISTIANSON et al,1992).

O virus foi isolado primeiramente na Holanda, por WENSVOORT et al
(1991) e subsequentemente identificado em varios paises produtores de suinos em
todo mundo, nos quais ainda ¢é considerado endémico (BEER, 1999).
Frequentemente, o virus é introduzido em uma criacdo através de suinos infectados
em decorréncia da movimentacao comercial desses animais entre as granjas e, na
granja, dissemina-se por contagio direto. Se aceita que a transmissao através de
aerossois, seja importante ,mas pesquisa recente sugere que isto pode acontecer,
mas que esta via de transmissdo nao seja a mais importante (DEE et al,2003) No
Brasil, a PRRS néao foi relatada ou descrita clinicamente ,a despeito dos animais

geneticamente melhorados terem sido oriundos da maioria dos paises europeus
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onde a PRRS é endémica, com prevaléncia estimada da ordem de 50% em
rebanhos suinicolas (OSORIO,2002).

Dados sobre o plantel brasileiro de suinos constam de pesquisa
divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e os numeros
revelam que a criagdo de suinos apresentou um crescimento de 3% em 2005,
comparativamente a 2004 e assim, o plantel nacional de suinos do Brasil chegou a
34 milhdes de exemplares (PORKWORLD,2006). Para fins de aperfeicoamento
genético dos plantéis, suinocultores brasileiros tém realizado importagées de animais
e/ou sémen de suinos oriundos de paises de intensa tecnologia genética, como
aqueles da América do Norte e da Europa. Esse procedimento comercial pode
acarretar problemas graves para a sanidade dos plantéis de suinos do Brasil que
sao indenes para PRRS (ZIMMERMAN,2006b). A qualidade do sémen de suinos,
pode ser comprometida por contaminagao microbiana e viral. Os virus estdo entre os
principais agentes causadores de doencgas da reproducdo em suinos (GLOSSOP,
1998), pois, o sémen de suinos pode carrear iniUmeros virus, causadores de
doencgas, como a Febre Aftosa, Doenca Vesicular Suina, Sindrome Reprodutiva e
Respiratéria do Suino (PRRS), Parvovirose Suina, Doenga de Aujeszky, Peste Suina
Africana, Peste Suina Classica, Encefalite Japonesa B, Influenza suina,
Gastroenterite Transmissivel dos Suinos, Adenovirose, Circovirose e Paramixovirose
(SCHEID,2005; WEITZE,1996).

Clinicamente, a PRRS inicia com manifestacdo de inapeténcia que
progride com comprometimento respiratério em suinos de todas as idades e nas
fémeas acomete também o aparelho reprodutivo com reducdo da taxa de
concepcgao, aumento na taxa de abortamento, natimortalidade, com o nascimento de
leitdes debilitados e alta mortalidade em recém-nascidos e desmamados (DONE et
al,1996).

Um dos mais importantes aspectos em surtos de PRRS é a
variabilidade de sinais clinicos e a freqiiéncia de infec¢des subclinicas dificultando o
diagnéstico da doenca devido a ocorréncia de estirpes de baixa patogenicidade
(DONE et al ,1996). Algumas células como a MARC-145 (macréfagos alveolares de
suinos) sao susceptiveis a determinados isolados de PRRSV (GOYAL, 1993). Vérios

isolados ja foram identificados nos Estados Unidos e Europa que apresentam
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diversidade de patogenicidade  comprometendo sobremaneira o diagndstico da
doenca(MEULENBERG et al,1993).

O prejuizo econdmico da PRRS € decorrente da elevada mortalidade,
baixo desempenho reprodutivo, agravamento da manifestagdo clinica de outras
doencas intercorrentes, elevados gastos financeiros com vacinas, medicamentos
diagnésticos laboratoriais € monitorias sorolégicas. As perdas financeiras tém sido
estimadas entre US$ 250 a 300 por fémea do plantel reprodutor (CIACCI-ZANELLA
et al, 2004). Estratégias para reduzir as perdas decorrentes da doenca tém sido
baseadas em boas praticas de manejo e correta vacinacao, empregando-se vacinas
de virus vivo modificado, porém, ainda nao se dispdéem de métodos de diagndstico
capazes de diferenciar anticorpos vacinais dos nao-vacinais (SORENSEN
et.al,1998).

De acordo com MENGELING et al (1996), estudos soroldgicos
sugerem que a prevaléncia da infeccdo € muito superior a freqiéncia de casos

clinicos.
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2. OBJETIVOS

Objetivou-se no presente trabalho analisar o risco da ocorréncia da
Sindrome Reprodutiva e Respiratoria dos Suinos em granjas de suinos tecnificadas
e centrais de inseminacdo de suinos no Estado de S&o Paulo que importaram
reprodutores (machos e fémeas) nos anos de 2005 e 2006 e em granjas que
possuiam em seus plantéis animais descendentes de importados. A avaliacao de
risco foi feita pelo diagnéstico de possivel presenca de PRRS, pela determinacao da
presenca de anticorpos para o virus da PRRS, na qual utilizou-se a prova sorolégica
de ELISA e pesquisa da presenca do virus da PRRS pela analise por microscopia
eletrénica do sémen (dos machos). reprodutores de centrais de inseminacao artificial
de granjas tecnificadas e de 3 centrais de inseminacéo artificial suina certificada pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)

Enfatizou-se e priorizou-se sempre, as colheitas nas granjas que haviam
realizado importacdes nos ultimos dois anos e também naquelas que tinham animais
em seus plantéis e reprodutores descendentes de animais importados de paises

endémicos para PRRS .




21

Revisdo da Literatura

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Historico

Paises que adotaram rotineiramente a sorologia para PRRS para fins de
levantamento sorolégico de seus plantéis, passaram a enfrentar reducdes
substanciais na comercializacdo de sémen e de reprodutores. Em 1992 a PRRS foi
incluida na entdao Lista B do Escritorio Internacional de Epizootias ou OIE
(International Office of Epizootics) , implicando na notificacao, por parte dos paises
membros, de sua ocorréncia e também estabeleceu os métodos para seu controle
(DEWEY,1997).

Paises da América do Sul como Colébmbia, Venezuela e recentemente o
Chile detectaram ndo apenas a presenca de anticorpos contra o virus da PRRS em
seus plantéis suinos como também enfrentaram surtos de doenga (DEWEY,1997,
NARANJO,2001a) e a introducdo do virus deveu-se a importacdo de suinos
infectados no final da década de 80 e inicio da década de 90. Estudos realizados no
Chile baseados na identificagdo do RNA viral pela prova de RT-PCR e
sequenciamento do genoma viral revelaram significante homologia genética com as
estirpes norte-americanas (NARANJO, 2001a, NARANJO, 2001b).

No Brasil, estudo de soroprevaléncia realizado por empresas integradoras
e importadoras de material genético realizado no periodo entre 1996 e 1997 revelou-
se negativo (DEWEY,1997).
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3.2. Etiologia

O virus da PRRS pertence a familia Arteriviridae em face da organizagao
de seu genoma , estratégia de replicacdo, composicao proteica e a sequiéncia de
nucleotideos (MEULENBERG et al,1993) juntamente com a familia Coronaviridae
constituem a ordem Nidovirales (ELVANDER, et al 1997). E um virus pequeno,
envelopado, com um didmetro de 50 a 65 nm, de superficie relativamente lisa,
possue a parte central do nlcleo (capsideo) em forma de cubo com diametro de 25 a
35 nm (CANON et al, 1998) e com espiral positiva para RNA (15 Kb, contendo 7
ORFs ou fases abertas de leitura). A ORF 7 codifica uma proteina de
nucleocapsideo (N) que propicia uma forte resposta imune nos diferentes isolados
de PRRSV (MEULENBERG et al,1993) e em macréfagos alveolares de pulmdes de
suinos (BENFIELD et al, 2000b)

Froteing £ [ORFS)
Proteina M {ORF 6)

Envelturs ipidica

Protedna M (OHF )

45 m
- A

Figura 1 - Esquema da estrutura do Virus da PRRS

O virus replica-se também em células germinativas testiculares (espermatides,
espermatdcitos, células gigantes multinucleares) de suinos (WILLSA et al, 2000 e
BENFIELD et al, 2000a). In vitro, o PRRSV replica-se em culturas primarias de

macréfagos alveolares de origem suina (CANON et al, 1998).
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As linhagens ou isolados do virus sao excepcionalmente variaveis no que
respeita a patogenicidade avaliada pela freqléncia da manifestacdo clinica da
doenca e a viruléncia para o sistema respiratério e/ou reprodutivo; ( ALLENDE et al,
2000); diferencas antigénicas sdo avaliadas pela reatividade frente aos anticorpos
policlonais e monoclonais; e quanto ao sequenciamento de RNA (BLOEMRAAD et
al, 1994). Existem amostras variantes do PRRSV que podem ser apatogénicas ou de
baixa patogenicidade. Alguns isolados de PRRSV exibem preferéncia para
crescimento em células susceptiveis ao virus como macréfagos alveolares de
pulmao suino (MA) ou MARC-145 (GOYAL, 1993).

O virus € inativado pelo éter ou cloroférmio, no entanto é instavel ao
congelamento retendo a sua infectividade por apenas 4 meses a -70° C e é reduzida
a temperaturas altas em aproximadamente 15 a 20 minutos a 56° C ( DEE et
al,2002).

3.3. Diagnostico

Os procedimentos diagndsticos usuais sao o clinico, anatomo-patologico,
epidemioldgico, laboratorial direto (isolamento viral) e indireto (sorologia).

E preciso considerar que a PRRS pode ser clinicamente confundida com
outras doencgas virais da esfera respiratoria e reprodutiva, como a doencga de
Aujeszky, influenza suina e parvovirose comprometendo sobremaneira seu
diagnéstico e profilaxia (DONE et al,1996). Thrusfield (1986) cita que o diagndstico
clinico ndo tem sido mais suficiente em decorréncia da existéncia de agentes
etiolégicos que apresentam baixa patogenicidade exigindo dos epidemiologistas
recorrerem ao apoio laboratorial ja que a sorologia e o diagnéstico clinico associado
ao laboratorial ndo sao suficientes para o diagnéstico epidemiolégico de doengas em
populacdo ou rebanho de animais. Assim, considera os seguintes aspectos do
diagndstico laboratorial com finalidade epidemioldgica:

a. Ao selecionar uma prova sorolégica, ha que se conhecer, a priori, a sensibilidade
e a especificidade e consequentemente deduzir a respeito do valor preditivo de
um resultado positivo (VPRP) e do valor preditivo de um resultado negativo
(VPRN). Sao importantes por permitirem avaliar, respectivamente, a
probabilidade de um animal com resultado positivo ser realmente doente ou
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infectado e de um animal com resultado negativo ser realmente ndo doente ou
nao infectado

b. Usualmente, é dificil dispor-se de um método que apresente, simultaneamente,
alta sensibilidade e especificidade ,que sao caracteristicas inerentes a cada
prova laboratorial.

c. Quando se seleciona uma prova sorolégica, ha que se decidir, a priori, 0 objetivo
do trabalho ou pesquisa. Provas de alta sensibilidade séo preferenciais para fins
de triagem, pois permitem a aplicacdo em grande numero de amostras e 0s
casos positivos podem ser encaminhados para provas de alta especificidade,
além de deixar de fora pequeno numero de casos positivos que sao classificados
como falsos negativos.

d. Em Medicina Veterinaria, notadamente em Saude Animal (Defesa Sanitaria
Animal), quando se trabalha com rebanhos ou populacédo de animais, recomenda
selecionar provas que apresentem alta sensibilidade por serem mais praticas e
menos onerosas, mas, cientes de que a especificidade é previsivelmente menor.

e. Os resultados positivos obtidos pela aplicagdo de provas de alta sensibilidade
s&o0 a soma de resultados verdadeiros positivos(VP) e falsos positivos(FP).

f. Em casos de doencas exoéticas, € recomendado também recorrer a provas de
alta sensibilidade. Provas de alta especificidade sdo mais demoradas para
execugdo, mais onerosas e sao poucos o0s laboratérios habilitados ou
interessados em trabalhar com elas e as vezes podemos nos deparar com
situacdées em que doencas inexistem e parece ser o caso da PRRS no Brasil.

g. O dilema com que um Servico de Veterinaria se depara ao aplicar uma prova de
alta sensibilidade para monitorar pequenos rebanhos (granjas) a fim de certificar-
se de que certa doencga (exética no pais) esta realmente ausente ,no resultado
obtem-se alguns resultados positivos: como interpretar esses resultados
soropositivos ,sdo verdadeiros ou falsos positivos?.

O valor de prevaléncia pode ser corrigido para a sensibilidade e especificidade
da prova utilizada,(FERRIN et al , 2004 e DEA et al , 2000).

Os procedimentos laboratoriais disponiveis sdo :0s métodos direto e
indireto, dentre os métodos diretos tém-se o isolamento viral, prova viavel desde que
o laboratério receba a amostra em menos de 12-24h e usualmente é recomendada a
remessa de plasma, soro, macrofagos alveolares, liquidos toracicos e de ascite de
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animais suspeitos. No soro, o virus pode ser detectado até algumas semanas poés-
manifestacdo da doenca ou em animais portadores convalescentes. Outros materiais
indicados para diagnéstico virolégico sao fragmentos de érgaos (amigdalas, pulmdes
e linfonodos), fetos natimortos ou leitbes recém-nascidos, preferencialmente aqueles
que se encontram em bom estado de conservagdo e/ou que nao tenham vindo a
Obito ha muito tempo. Recomenda-se enviar varias amostras de varios animais ao
laboratério (SOBESTIANSKY, 1999). Suspensdes de liquidos e tecidos corporais de
animais suspeitos podem ser inoculadas em cultivos apropriados (macréfagos
alveolares de suinos). O teste de PCR é também indicado para pesquisa do genoma
viral.

Um valioso recurso diagnéstico € o método indireto para detecgdo de
anticorpos especificos sendo os mais utilizados os testes de ELISA,
imunoperoxidase, imunofluorescéncia indireta ou testes de soro neutralizacdo
(SOBESTIANSKY et al, 1999).

No Brasil € empregado o teste de ELISA com kit importado da empresa
IDEXX ® (EUA). E uma prova que apresenta vantagens como as elevadas
praticidade e sensibilidade detecta anticorpos IgG para as estirpes norte-americanas
e européias, porem, apresenta algumas desvantagens como o alto custo e baixa
especificidade redundando em alguns resultados falso-positivos requerendo
procedimentos adicionais para fins de confirmagcdo. Embora seja prova utilizada
nacionalmente e em varios laboratérios de diagnéstico, a sua validade tem sido
questionada por exigir confirmagao por procedimentos de diagndstico adicional de
maior especificidade como o isolamento viral, a prova de imunofluorescéncia direta
ou a RT-PCR. Esta dltima prova apresenta elevadissima sensibilidade,
especificidade e rapidez na execucdo. Na rotina € importante dispor-se de um
método de diagnostico que apresente altas sensibilidade e especificidade e que seja
rapido, pois, frequentemente os animais sao portadores exigindo pronto atendimento
profildtico para minimizar as oportunidades de disseminacao viral (SAYD, 2006).

Um dos mais importantes aspectos dos surtos de PRRS é a
variabilidade de sinais clinicos e a freqiiéncia de infecgdes subclinicas dificultando o
diagnoéstico clinico da doenga (BENFIELD et al.,, 2000, b) Além disso, existem
amostras variantes do PRRSV como as apatogénicas ou de baixa patogenicidade.
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Alguns isolados de PRRSV exibem preferéncia para crescimento em
células susceptiveis ao virus como macrofagos alveolares de pulméao suino (MA) ou
MARC-145 (BENFIELD et al,1994).

Varios isolados identificados nos Estados Unidos (> 20) e Europa (>10)
possuem diversidade antigénica, complicando assim o diagnéstico da doenca.
(CHANG et al, 2002).

3.4.Epidemiologia

As fontes de infec¢do sao representadas principalmente por portadores
e doentes atipicos. As vias de eliminacdo do virus sdo as secrecoes oronasais €
sémen. As vias de transmissdo sdo o contagio direto via coito, o contagio indireto
através aerossois, transplacentaria e através inseminacao artificial. As portas de
entrada sao representadas pelas mucosas respiratéria e genital (DONE et
al,1996;SWENSON et al,1994). A presenca do PRRSV no sémen suino pode ser
uma via de transmissdo para a introducdo do agente no plantel suino indene,
acarretando problemas para os paises livres de PRRSV, mas que importam sémen
congelado de paises onde o agente é endémico. (SARUBBI, 2006) A qualidade do
sémen de suinos, pode ser comprometida por contaminagao microbiana e viral. Os
virus estdo entre os principais agentes causadores de doencas da reproducdo em
suinos (DEE et al , 2003).

O sémen suino pode conter inUmeros virus, causadores de doencas,
como a Febre Aftosa, Doencga Vesicular Suina, Sindrome Reprodutiva e Respiratoria
do Suino (PRRS), Parvovirose Suina, Doenca de Aujesky, Peste Suina Africana,
Peste Suina Classica, Encefalite Japonesa B, Influenza suina, Gastroenterite
Transmissivel dos Suinos, Adenovirose, Circovirose e Paramixovirose (MENGELING
et al, 1994)

De acordo com CIACCI-ZANELLA et al (2004), o virus da PRRS
apresenta elevada infectividade, de sorte que um suino se infecta por exposicao a
algumas particulas virais (10 ou menos), porém, ndo € muito contagioso, pois nao é
facilmente transmitido de um suino infectado para outro suino.

A transmisséao vertical pode ser compreendida da seguinte maneira: o

PRRSV ¢ transmitido de reprodutoras fontes de infecgdo na fase de viremia para os
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fetos, por via transplacentaria, resultando em morte fetal ou no nascimento de leitdes
infectados, os quais sao debilitados ou aparentemente normais e alguns animais, em
leitegadas afetadas, podem n&o ser infectados pelo PRRSV (BOTNER et
al,1994;CHRISTIANSON et al,1992;TERPSTRA et al,1991). O PRRSV pode
replicar-se em fetos com 14 dias de idade gestacional ou mais velhos, mas a
infeccdo de fetos durante os primeiros dois tercos da gestagdo é pouco comum
porque muitas estirpes do PRRSV atravessam a placenta de modo eficiente
apenas no ultimo terco da prenhez. (CHRISTIANSON et al ,1993; LAGER &
MENGELING,1995; MENGELING et al,1994; PRIETO et al 1996). A razao para a
diferenca na eficiéncia da transmissdo do virus através do seu percurso pela
placenta materna em diferentes estagios de gestacdo e respectivos mecanismos é
desconhecida. Esta patogenia independe da viruléncia da estirpe viral para o
aparelho reprodutor. PARK, et al.1996 demonstraram que as estirpes (do PRRSV)
de baixa e alta viruléncia para os fetos, atravessam a placenta com igual eficiéncia
quando as reprodutoras suinas sao inoculadas aos 90 dias de gestacao.

A transmissao do PRRSV ocorre pelo contato direto ou indireto com
secrecgdes e excregdes de animais infectados, os quais podem eliminar o virus até 8
semanas pos-infeccao (SOBESTIANSKY et al, 1999). De acordo com ALBINA
(1997), o contato relativamente préximo entre suinos € o primeiro fator importante
para a transmissdo da doenca .A transmissao pode, provavelmente, ocorrer por via
oral-fecal, visto que o PRRSV ja foi isolado em fezes, urina e saliva
(SOBESTIANSKY et al, 1999).

LE POTIER (1997), citado por ALBINA (1997), observou que algumas
fazendas (45%) localizadas a 500m de raio ao redor de epidemias de PRRS
tornaram-se infectados. Apenas 2% foram contaminados na zona de 1 a 2 km da
epidemia.

E possivel que outros vertebrados participem da transmissdo como
carreadores (SOBESTIANSKY et al, 1999). A infeccdo experimental de passaros
resultou em processo subclinico e das suas fezes o virus foi isolado por até 24 dias.
O papel dos passaros e disseminacado do PRRSV requer investigacbes mais
consistentes (CIACCI-ZANELLA et al, 2004).Nao foram encontradas outras espécies
susceptiveis ao PRRSV. Roedores sdo geralmente associados a enfermidades nas
granjas, porém, nao foram infectados experimentalmente (ALBINA, 1997).
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Considerando que a infeccao natural de passaros nao foi comprovada,
0 suino e o javali selvagem sdo os Unicos animais conhecidos por adquirirem
naturalmente a infecgdo com PRRSV. Contudo, ndo sdo descritas manifesta¢des
clinicas da infec¢cdo pela PRRS em javalis selvagens e ndo sdo substanciais as
provas do seu papel como reservatérios do virus para suinos domésticos (ALBINA,
1997).

Entretanto, ALBINA et al (2000) submeteram a exames soroldgicos
para PRRS javalis selvagens (Sus scrofa) na Franga e aproximadamente 4% foi
positivo indicando que esses animais poderiam ser reservatorios para suinos
domeésticos.

Comprovadamente, a infecgdo ocorre por inalagdo, ingestao e coito
(SOBESTIANSKY et al, 1999).

ALLENDE et al (2000) afirmam que o PRRSV pode permanecer no
organismo de um suino infectado por um longo periodo de tempo antes de iniciarem
a infeccdo e que animais persistentemente infectados podem transmitir o virus.. Os
mecanismos de persisténcia no animal hospedeiro ndo sdo conhecidos. Poucos
estudos neste sentido tém sido realizados “in vivo”.

Cachacos infectados podem eliminar o virus pelo sémen por toda a
vida produtiva (CIACCI-ZANELLA et al, 2004).

Para ALBINA (1997) os maiores fatores de risco sdo: rebanhos de
tamanho elevado, nao realizagcdo de quarentena, reposicdo constante do plantel e
alta densidade de animais.

MOUSING et al (1997), com o objetivo de investigarem os fatores de
risco da doenca, realizaram um estudo que indicou o aumento do risco de
soropositividade para PRRS em rebanhos que utilizam a inseminagéo artificial com
sémen de animais soropositivos para a enfermidade. Também inferiram na pesquisa
que o tamanho do rebanho ndo tem relacdo com o risco de soropositividade, e que a
propagacao por via aerégena do PRRSV néo foi uma caracteristica predominante na
Dinamarca.

MORTENSEN et al (2002), detectaram como fatores de risco para
rebanhos de matrizes na Dinamarca: a proximidade de rebanhos infectados com
amostra americana, aquisicdo de animais portadores em incubagdo da estirpe

americana, aumento do tamanho do rebanho e aquisicdo de sémen de cachacgos
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infectados. Os autores sugeriram que a disseminacao do virus via aerossol é um
freqUente mecanismo de transmissao.

GOLDBERG et al (2000), realizaram um experimento, em 52 granjas,
objetivando associar genética, caracteristicas da fazenda e a doenca (clinica). Os
resultados sugeriram que o0 manejo pode desencadear o aparecimento de doenca
como em caso de uma epidemia. Em geral, a manifestacdo da PRRS surge como
resultado de uma combinacao de fatores genéticos e caracteristicas de manejo do
rebanho.

Devido ao longo periodo de transmissibilidade, a movimentagdo de
animais infectados foi muito importante nos surtos da doenga na Europa, facilitando
inclusive a introducdo em outros paises, através da importacdo de animais
infectados (SOBESTIANSKY et al, 1999).

O PRRSV se localiza no sangue, ou seja, realiza viremia e é
encontrado em 6rgaos bastante irrigados. Apds a vacinacao ou exposicao a infeccao
natural, o virus é atenuado num periodo de 7 a 14 dias.

O tecido muscular de suino pode manter o PRRSV em niveis baixos
quando algumas condi¢des especificas sao mantidas (4°C por 48 horas) (CIACCI-
ZANELLA et al, 2004).

LAROCHELLE & MAGAR (1997) avaliaram a presenca do PRRSV na
carne suina. Nao isolaram virus nas diversas pecas e sugerem que a transmissao

pela ingestao de carne é improvavel.

3.5.Achados Clinicos

A freqiéncia de manifestacao clinica (patogenicidade) da PRRS e a
gravidade da manifestagéo clinica de um caso da doenga (viruléncia) variam muito.
Esta variacdo na gravidade depende de fatores como a amostra do PRRSV, a
presenca de outros agentes infecciosos, a idade dos suinos infectados, estagio
reprodutivo, imunidade do rebanho, tamanho do rebanho e ambiéncia (CIACCI-
ZANELLA et al, 2004). As diferencas clinicas e patolégicas entre as estirpes norte
americanas e européias sao varias. Em leitdes, a estirpe européia e algumas norte-
americanas do PRRSV podem induzir apenas febre suave e dificuldade respiratoria

enquanto que outras estirpes americanas podem causar doenca respiratoria severa
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(PESCH et al, 2005). Ap6s a replicacao, instala-se viremia que pode se estender
por até 8 semanas.

Os animais podem apresentar manifestagdes clinicas (doentes) ou
subclinicas (portadores) e permanecer disseminando o virus por longo periodo de
tempo (SOBESTIANSKY et al, 1999). O PRRSV induz apoptose em culturas de
células e tecidos de suinos infectados tendo sido a proteina GP5 relatada como a
responsavel por esse fenémeno (LEE et al, 2004). A doenca pode se manifestar sob
forma de surtos ou pode ser endémica. Geralmente, a endemia se instala depois de
uma severa epidemia (ALBINA, 1997). O periodo de incubacdo perdura de 10 a 37
dias (SOBESTIANSKY et al, 1999), a manifestacdo inicia-se com sinais pouco
especificos como anorexia, hipertermia (40 a 43°C) ou hipotermia, letargia e apatia
principalmente. Podem ainda ser observados sinais de coloracdo azulada nas
orelhas, abdémen e vulva; sinais nervosos; edema subcutdneo de membros
posteriores e lesdes de pele (CIACCI-ZANELLA et al, 2004). (Figura 3)

Em leitdes lactentes podem ocorrer diarréia e abortamento em fémeas
prenhes (SOBESTIANSKY, 1999), edema de palpebras e conjuntivite (BARCELLOS
& SOBESTIANSKY, 2003). Leitbes recém-nascidos apresentam dificuldade
respiratéria como primeiro sintoma, caracterizada por movimentos do abdome e
peito e respiracao com a boca aberta. Seguem-se sinais nervosos, anorexia e outros
sintomas como edema ao redor dos olhos, conjuntivite, coloracdo azulada das
orelhas, hematomas na pele, diarréia, tremores, pélos arrepiados (CIACCI-ZANELLA
et al, 2004). Quando as fémeas sao infectadas durante ou depois da lactacao, pode
ocorrer aumento do intervalo desmame-estro. Além disso, a diminuicdo do consumo
de alimento pode colaborar com o aumento neste intervalo. (PARK et al,1996)

O efeito da infeccao pelo PRRSV nos cachagos € muito variavel, mas
estudos mostram diminuicao da qualidade do sémen e da capacidade de cobertura.
O virus pode ser detectado no sémen por até 92 dias pés-infeccao, mas, se a
qualidade do sémen for adequada, ndao havera comprometimento das taxas de
concepcgao ou de fertilizacdo. O impacto sera consequente a infeccao da fémea que
resultara em doenca (CIACCI-ZANELLA et al, 2004). A anorexia e febre nas porcas
em lactagdo levam a agalaxia que culmina com a morte dos leitdes pela fome ou
colibacilose. Assim sendo, a mortalidade pode chegar a 80% (BARCELLOS &
SOBESTIANSKY, 2003). Em leitbes desmamados, a doenca revela maior impacto
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nas 8 primeiras semanas de vida, principalmente quando outros agentes infecciosos
estdo presentes como o circovirus suino tipo 2, o virus da influenza suina,
coronavirus respiratério suino, Mycoplasma hyopneumonae, Streptococcus suis,
Salmonella cholerasuis e Bordetella Bronchiseptica.

Além da reducdo nas taxas de crescimento e aumento na mortalidade,
a infeccdo pelo PRRSV reduz a eficacia de medicamentos e das vacinagdes
(CIACCI-ZANELLA et al, 2004). ( Figura 2)

Figura 2 - Animais refugos sdo comuns numa granja com PRRS

(Foto cedida pelo governo do Canada)

O PRRSV apresenta tropismo pelos macréfagos pulmonares e, assim,
reduzindo a capacidade do animal em responder a infec¢cées tornando-os
susceptiveis a infeccées secundarias, representando, com freqiéncia, um grande
problema para a higidez dos animais. Muitos sdo os relatos de doencas que atuam
sinergicamente e/ou como infecgdes secundarias dentre as quais o Haemophilus
parasuis, S. suis, S. choleraesuis, Pasteurella multocida, Streptococcus suis,

Influenza suina. Mortalidade perinatal, aumento na taxa de natimortos, abortamentos
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além de doenca respiratéria com lesées nos lobos anteriores do pulmao e presenca
de hemorragia, sdo sugestivos de PRRS. Infec¢bes leves ou assintomaticas podem
ser observadas (SOBESTIANSKY et al, 1999).0 PRRSV provoca uma infeccéao
cronica e persistente nos suinos. O virus replica-se em células susceptiveis de
animais portadores, por varios meses. Esse € o Unico fato epidemiologicamente
mais significativo da infeccao pelo PRRSV Infeccbes persistentes pelo PRRSV tém
sido documentadas através de experimentos envolvendo a transmissao do agente e
pela detecc¢édo do virus em animais. (ZIMMERMAN et al, 1992)

Benfield et al. (2000b) isolaram o virus de tonsilas e linfonodos, de
suinos em até 132 dias pés-parto. Allende et al. (2000) detectaram a variedade
infecciosa do PRRSV através de ensaios biolégicos em 2 entre 5 suinos aos 150
dias apos a infecgéo.

A permanéncia da infeccao nao € em funcdo da idade do suino,
ocorrendo independentemente da exposicdo do suino in utero (ROWLAND et
al,1999), como leitdo, ou como adulto (BIERK et al,2001; FAIRBANKS et al,2002;
ZIMMERMAN et al,1992). O(s) mecanismo(s) pelo qual o virus € capaz de se
preservar frente a resposta imune (protecéo ativa) ainda nao foi identificado. CHANG
et al (2002) encontraram niveis relativamente baixos de mutagdo em animais

infectados persistentemente.
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Figura 3 - Animais com sinais clinicos de PRRS (Foto cedida pelo governo do
Canada)

3.5.1 Deteccéao de sinais clinicos

Nenhum dos sinais clinicos atribuidos a PRRS ¢é especifico da doenca
causada pelo PRRSV, ou seja, a doenca reprodutiva ou respiratéria determinada
pelo PRRSV pode ser semelhante as causadas por outros patégenos bacterianos e
virais. Nao ha lesbées patognomédnicas (especificas) para o PRRSV e torna-se
necessario dispor de testes diferenciais para um diagnéstico definitivo. O diagndstico
diferencial inclui doencas causadas pelo parvovirus suino, virus da doenca de
Aujeszky, virus da encefalomielite hemaglutinante, circovirus suino tipo 2,
enterovirus suino, virus da influenza suina, virus da peste suina classica,
citomegalovirus suino e leptospirose (ALLAN & ELLIS, 2000; MENGELING et
al,1993; PATON et al, 1992). Seria recomendavel que a PRRS fosse incluido entre
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os diferenciais quando se realiza o diagndstico de doenca reprodutiva ou respiratéria
(OIE, 2006b). No entanto, uma historia clinica e patolégica que sugira a presenca do
PRRSV ,deve ser confirmada pela detec¢do de antigenos virais, material genémico
viral ou isolamento do virus a partir de casos clinicos suspeitos (ALBINA, 1997).

3.6. Lesoes e achados de necropsia

Histologicamente pode ser detectada pneumonia intersticial com
auséncia de macréfagos. Antigenos virais podem ser encontrados em cortes de
tecidos observados pela técnica de Imunofluorescéncia direta. Macroscopicamente,
o cordao umbilical dos fetos natimortos pode apresentar manchas hemorragicas e
edemaciacdo com aumento de tamanho de até 3 vezes em relagdo ao normal. Em
alguns fetos pode ser observado acumulo de fluido de cor ambar, distendendo as
membranas dos rins, célon e baco, e na cavidade toracica e abdominal. Pulmodes
nao colabados, firmes e manchados em tons de cinza e marrom sdo observados e
que tendem a coloracao avermelhada em casos severos.

Os linfonodos aumentam de volume de 2 a 10 vezes, com coloragao
amarronzada e podem apresentar pequenos cistos com presenca de fluidos sob a
capsula (CIACCI-ZANELLA et al, 2004).

3.7. Prevencao, Tratamento e Controle.

O objetivo dos programas de prevencdo da PRRSV é o de impedir a
introducdo do virus em rebanhos negativos ou de novas cepas em rebanhos ja
infectados com o PRRSV (DEE et al, 2002). Animais e sémen tém sido
considerados, respectivamente, as fontes de infeccdo e vias de transmissao
primarias do PRRSV (LE POTIER et al 1997), mas a importancia de outras fontes de
infeccdo tem se tornado evidente (ALBINA et al, 2000)

TORREMORELL et al, 2004 relataram que mais de 80% de novas infeccoes
ocorridas em rebanhos comercias, nos EUA, nao foram devidas a suinos ou sémen,
mas, devido a transmissdo através de contato (local,) com as granjas vizinhas

préximas; a movimentacado de suinos através de meios de transporte contaminados
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com o PRRSV; a falta de atencao aos protocolos de biosseguranca ou a possivel
introducéo por insetos.

Em areas altamente infectadas, a possibilidade é baixa ou nula em
eliminar o virus de forma progressiva ou espontanea (ALBINA, 1997). A reducao dos
fatores que minimizam a presenca do virus em planteis de suinos resulta em
melhorias no crescimento de suinos e que pode ser quantitativamente mensurado
pela avaliacdo da relacdo com o grau de eliminagdo ou minimizagdo sistémica do
virus (GREINER et al, 2000). Nos paises onde a enfermidade é endémica, medidas
de controle incluem monitoramento constante do manejo e acompanhamento da
disseminagao do virus no rebanho.

Como prevengao deve-se reduzir o estresse dos animais e intensificar as
medidas de biosseguranca pela adogcdo de medidas como: monitoracdo da
temperatura e umidade ambiental; limitacdo da entrada de pessoas nas granjas e
quando necessario, os visitantes devem utilizar vestimentas esterilizadas e vesti-las
apos banho completo; evitar a entrada de possiveis carreadores do virus da PRRS,
como passaros; lavar e desinfetar os caminhdes; praticar vazio; sacrificar os animais
infectados e destruir suas carcacas; realizar sorologias dos animais de reposicéo de
granjas de reproducdo, especialmente daqueles provenientes de outros paises.
(TORREMORELL, 2004). De acordo com NIELSEN et al (1997) as centrais de
inseminacao artificial dinamarquesas abrigam muitos cachagos que possuem
anticorpos contra o PRRSV. Cachacos jovens e recém-introduzidos tornam-se
agudamente infectados.

O risco de transmissdo do PRRSV via sémen constitui um sério
problema a suinocultura (ALBINA, 1997). Na Dinamarca se valeram de programas
de vacinacdo para prevenir ou reduzir o problema (MOUSING et al ,1997),.No
mercado internacional existem vacinas para o controle da doenca que estabilizam a
infeccao(NIELSEN et al., 1997).

LABARQUE et al. (2000) comprovaram que a diversidade genética da
amostra Européia do PRRSV pode afetar a eficacia da vacina utilizada na Europa.
Para estes autores, ainda nao é clara a razao pela qual as vacinas comumente
utiizadas com a amostra européia, sejam eficazes contra amostras de campo

geneticamente diferentes.
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Experimentos recentes revelam significativa reducdo na quantidade de
virus encontrados em pulmdes e no sangue de suinos vacinados com 0 virus
atenuado da amostra européia (com virus isolado do grupo ao qual pertence o
PRRSV). Uma acentuada redugédo na viremia e quantidade de virus eliminadas via
sémen, foi demonstrada com o uso de vacina viva quando comparado com animais
nao vacinados. Por outro lado, ndo houve alteragdo no nivel e na duragao da viremia
e quantidade de virus no sémen quando utilizada vacina inativada (NIELSEN et al.,
1997).

Deve-se tomar cuidados com o efeito da vacina em situacdes
endémicas, pois, tratando-se de um RNA-virus, ha alta capacidade de mutagédo e
consequente complexidade na biologia imunoldgica podendo, a vacinacao, causar
resultados inesperados (ALBINA, 1997).

CIACCI-ZANELLA et al (2004) fizeram consideragdes interessantes a
respeito dos fundamentos que devem nortear o controle, prevengao ou erradicagao
da PRRS e representada pela compreensdao dos recursos para a persisténcia e
transmissdo do virus. Um fator importante é a persisténcia do virus no sistema
reprodutor masculino e sua consequiente eliminacao pelo sémen, podendo infectar
fémeas e comprometer a reproducdo. Em rebanhos grandes (acima de 100 porcas),
podem coexistir subpopulacdes soronegativas e soropositivas, indicando que a
transmissdo do virus é esporadica e inconsistente. Foi comprovado também que
porcas positivas estdo normalmente alojadas em grupos, ou seja, em condi¢des que
favorecem a transmissao em decorréncia da proximidade.

Em rebanhos com infecgdo cronica € necessario controlar a infeccao
ou circulagdo do virus no plantel de reprodutores. Em um primeiro passo €
necessario manter a infecgdo estavel, onde nao ocorra transmissao de porca para
porca € nem de porca para leitdo. Quando leitoas nao-aclimatadas ou nao-expostas
ao PRRSV sao introduzidas, o plantel se desestabiliza.

Recomenda-se evitar a introducédo de novos animais por um periodo de
60 a 180 dias para que o rebanho adquira estabilidade frente a infec¢do. Durante
este periodo, todos os animais negativos tém a oportunidade de se tornarem
infectados, desenvolver imunidade e assim, reduzir a carga viral. A aclimatagao de
leitoas para serem introduzidas no plantel infectado por PRRSV é um método
bastante empregado no controle da infecgao.
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O programa de controle é dividido em isolamento, aclimatacdo e
recuperacao, sendo cada periodo de 30 a 60 dias. Durante o isolamento as leitoas
sao testadas sorologicamente para conhecimento do nivel de anticorpos e seu grau
de infecgdo. Caso a granja opte pela vacinagao, esta deve ser realizada quando da
chegada das leitoas na propriedade. Durante a aclimatacdo, as leitoas tomam
contato com as estirpes existentes na granja. Na recuperacdo, se reduz a
possibilidade de introduzir fémeas com infecgdo ativa no plantel reprodutor. O
despovoamento parcial, vazio sanitario e 0 uso de vacinas contra PRRS também
auxiliam na estabilizacdo da infeccao no rebanho. O despovoamento parcial e o
vazio sanitario possibilitam a reducdo da transmissao horizontal e o impacto da
infecgao por outros agentes patogénicos oportunistas.

De acordo com SORENSEN et al (1998), as vacinas mais utilizadas
sao as vacinas vivas modificadas que reduzem a freqiéncia de casos clinicos, mas,
nao eliminam as infec¢cdes. As vacinas podem ser utilizadas a partir de 3 semanas
de idade e em fémeas no periodo de 3 a 4 semanas antes da cobertura. Nao é
recomendada a vacinagdo de rebanhos negativos, fémeas gestantes ou em
cachacos em idade reprodutiva em virtude de certos efeitos na performance
reprodutiva .Os procedimentos dirigidos aos produtores que importam suinos,
recomendam que animais importados devem permanecer em quarentena, e durante
esse periodo, testados para presenca de anticorpos para o virus da PRRS.E ainda
que, os suinos importados deverao ser oriundos de propriedades livres de PRRSV,
testados para presenca de anticorpos para PRRSV no pais de origem e durante a
quarentena no pais importador(OIE,2006a).

3.8. Estabilidade do virus no ambiente.

A eliminag&o do virus na saliva, urina e fezes resulta na contaminacao
do ambiente, cria um potencial para transmissao via fomites. O PRRSV é fragil e
rapidamente inativado pelo calor e pela falta de umidade. Entre 25 e 27°C, o virus
infectante nao foi detectado em plastico, aco inoxidavel, borracha, alfafa, maravalha
de madeira, palha, milho, racdo inicial para suinos ou tecido tipo “jeans” ( PIRTLE&
BERAN,1996).
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O PRRSV pode manter-se infectante por um periodo prolongado sob
condicoes especificas de temperatura, umidade e pH. O PRRSV ¢é estavel por
meses a anos em temperaturas entre -70°C e -20°C. Aproximadamente 90% da
infectividade do PRRSV perde-se em menos de 1 semana a 4°C, mas titulos baixos
de infeccao pelo virus podem ser detectados por pelo menos 30 dias. Em solucao, a
infectividade do PRRSV persiste por 1 a 6 dias a 20 a 21°C, de 3 a 24 horas a 37°C,
e de 6 a 20 minutos a 56°C. A estabilidade térmica do PRRSV no soro e tecidos &
similar ao que foi descrito para a armazenagem do virus em meios de cultura. O
PRRSYV foi isolado de 47%, 14%, e 7% de amostras de soro suino armazenadas a
25°C por 24, 48, e 72 horas, respectivamente. Quando o soro foi armazenado a 4°C
ou -20°C, o PRRSV foi isolado de 85% das amostras, apds 72 horas (VAN ALSTINE
et al. 1993). O PRRSV ¢ estavel no pH entre 6,5 e 7.5, mas sua atividade se perde
rapidamente no pH abaixo de 6 e acima de 7,5 (BENFIELD et al 1992; BLOEMRAAD
et al,1994).

3.9 Desinfeccao

O PRRSV ¢ inativado por solventes lipidicos, por exemplo, cloroférmio
e outros (BENFIELD et al 1992). O PRRSV ¢ altamente instavel em solucdes
contendo baixas concentracées de detergentes, as quais rompem o envelope viral,
liberando concomitantemente as particulas nao infecciosas contidas na sua regiao
central e levando a perda da infectividade (SNIJDER & MEULENBERG,2001). A
desinfeccao requer, primeiramente, a remoc¢ao de todo o material organico. Dai em
diante, o processo de inativacao obedece a um padrdao que depende do tempo de
contato e da temperatura, especificos para o agente e o desinfetante.

O PRRSV é relativamente labil no ambiente e particularmente sensivel
a falta de umidade (PIRTLE & BERAN,1996) Em “temperatura interna”, SHIRAI et al.
(2000) relataram a completa inativagdo do PRRSV com cloro (0,03%) em 10
minutos, iodo (0,0075%) em um minuto e com um composto de quaternario de
amodnio (0,0063%) em um minuto. Os efeitos da temperatura ou pH nao foram
estudados. DEE et al (2004 a,b) relataram que protocolos envolvendo limpeza,
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lavagem, desinfeccdo e secagem foram efetivos na inativacdo do PRRSV em

veiculos de transporte.

3.10 Programas de Controle e Erradicacao da PRRS em alguns paises

A PRRS é encontrada principalmente na parte ocidental da Dinamarca,
porém esta disseminada por outras partes do pais. Com a finalidade de impedir a
propagacdo da doenca, a Federacdo de Criadores de Suinos e Abatedouros
(Federation of Danish Pig Producers and Slaughterhouses) estabeleceu um
programa voluntario de controle da doenca. O programa iniciou em 1995 e, como
primeira medida, propds a vacinagcao de todos os cachacos, pelo menos 8 semanas
antes de entrarem nas Centrais de Inseminacdo. Uma vacina viva, oriunda de
amostra americana do virus (Ingelvac ® PRRS MLVO), foi aprovada pelas
autoridades dinamarquesas. O proximo passo foi a sele¢ao por sorologia do rebanho
para a presenca do virus. Os soropositivos eram submetidos a vacinacao no ano
subsequente. Posteriormente, foi encontrado um virus da PRRS em rebanhos néo
vacinados e previamente livres de PRRS e que era 99% idéntico ao vacinal

Por esta razado, foi desenvolvido um teste de ELISA para a
diferenciacao dos anticorpos das amostras americanas e das amostras européias e
que fosse aplicavel em grande escala, ja que os exames disponiveis como 0
Imunoperoxidase, sao muito trabalhosos (SORENSEN et al, 1998).

A mesma situacdo, com relagao a introdugao do virus vacinal no pais
ocorreu na Austria (INDIK et al, 2005).

Deve - se tomar cuidados com o efeito da vacina em situagdes
enzooticas. Por ser um RNA-virus ha alta capacidade de mutagdo e de complexa
biologia imunoldgica, a vacinacdo pode causar resultados inesperados (ALBINA,
1997).

No caso da regiao francesa de ‘Pays de la Loire’, na qual a doenca foi
introduzida em 1992, a autoridade sanitéria regional (Regional Sanitary Defence

Confederation - FRGDS) estabeleceu, em 1993, um programa de controle da doenca
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que foi aplicado na compra de animais (matrizes, cachagos e leitdes), Central de
Inseminacao Atrtificial, e & outros fatores ambientais (pessoas, veiculos, materiais).
Animais de varios rebanhos infectados foram abatidos. Foi, estabelecido controle de
movimentagdo destes animais. Desta maneira, conseguiram minimizar a
disseminacao do PRRSV e reduzir a prevaléncia da doenca na regidao. Com novas
descobertas a respeito da epidemiologia do virus, como por exemplo, a transmissao
via sémen, o programa foi renovado, quando considerado o modelo inicial.
Atualmente é realizada sorologia por amostragem em rebanhos proximos aos
infectados (LE POTIER et al, 1997). Na Austria, um levantamento feito em
abatedouros em 1993 com 253 suinos de 44 rebanhos ndo mostrou indicios de
infeccao pelo virus da PRRS (NOWOTNY et al., 1994), mas surtos clinicos surgiram
em dezembro de 1993 (KRASSNIG et al, 1994). Portanto, é necessario realizar uma
vigilancia continua a fim de validar o "status” continuo de cada pais como livre do
virus da PRRS (ZIMMERMAN ,2006b).

3.11 Brasil esta livre do PRRSV ?

A auséncia do PRRSV no Brasil traz vantagens comerciais aos
produtores brasileiros, pois, podem comercializar animais livres da doenca, além de
auferirem vantagem econbémica direta em termos de custos de producdo mais
baixos, pois, segundo NEUMANN et al. (2005), a PRRS afeta as populagdes de
suinos nas fases de crescimento e de reproducdo. Os rebanhos afetados (pela
PRRS) apresentaram taxas de parigio menores, reduzido numero de leitdes
desmamados, taxa de crescimento mais lenta, menor eficiéncia de crescimento e
aumento da mortalidade. O impacto econémico anual total destes efeitos para os
suinocultores dos Estados Unidos foi estimado em US$ 66,75 milhdes nos rebanhos
de cria e em US$ 493,57 milhdes em populagcbes de suinos em crescimento,
totalizando aproximadamente US$ 560,32 milhdes em perdas anuais
(ZIMMERMAN,2006b)

No Brasil, inquérito sorolégico foi realizado entre 1999 e 2000, pelo
MAPA, em granjas de suinos localizados em 8 (oito) Estados do Brasil, que haviam

importado recentemente reprodutores suinos e material genético de paises positivos
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para PRRS. Foram examinadas 3.785 amostras de soros (3442 da sorologia inicial e
343 da recolheita) de animais oriundos de 54 plantéis, pela prova de ELISA (kit da
Idexx) no Laboratério de Virologia da Embrapa Suinos e Aves em Santa Catarina.

O resultado revelou que, dentre os 3442 animais, 99,1% eram
negativos pela prova de ELISA a o restante 0,9% foram positivos (P = 27 amostras)
e suspeitos (S = 4 amostras). A relacdo S/P foi igual a 0.4 (0.78%) e 04 amostras
suspeitas (S/P > 0.2 e < 0.4), somando um total de 31 amostras positivas/suspeitas
(0.9%). De acordo com o produtor do kit de ELISA, somente amostras com S/P = 0.4
sdo consideradas positivas e estes resultados indicando uma taxa de 0.78% de

animais positivos, ou seja, inferior a 1% da amostragem realizada.

Nova colheita de amostras de sangue foi realizada nas 5 granjas que
apresentaram animais positivos e/ou suspeitos e foram incluidos animais que
estiveram em contacto com estes, totalizando 343 amostras (Figural). Dentre essas
amostras de soro, apenas 07 animais resultaram positivos ao mesmo teste de ELISA
(CIACCI — ZANELLA et al, 2004).

Paralelamente ao teste de ELISA, 38 amostras (positivas e negativas)
foram submetidas a prova de imunofluorescéncia indireta (IFI) em Iaminas contendo
células MARC-145 infectadas com PRRSV e todas se revelaram negativas
(OSORIO, 2002).

Posteriormente, amostras de animais positivos e pool de amostras de
animais contacto foram cultivados em células MARC-145 (fibroblastos de rim de
macaco) que sao susceptiveis ao virus da PRRS (MENGELING et al,1996) para fins
de isolamento viral in vitro. Esses indculos eram representados por mistura de soro,
sangue, suabes de amidalas e suspensao de fragmento de amidalas obtido por
biopsia. Sete dias apds a inoculagdo, ndo foi observado efeito citopatico (CPE)
caracteristico de PRRSV (MENGELING et al,1996).




42

Revisdo da Literatura

Foi realizada também tentativa de isolamento viral (1V) in vivo ou bio-
ensaio suino (BES) pela inoculacdo em leitdes lactentes (5 a 10 dias de idade)
mantidos em isoladores com pressao negativa. Estes suinos foram inoculados com 5
ml do inoculo. Esses animais foram avaliados quanto aos sinais como febre,
anorexia ou inapeténcia, diarréia, e manifestacées de natureza respiratéria e foram
também acompanhados por sorologia semanal pelo mesmo teste de ELISA. Esses
animais foram submetidos a necrépsia acompanhada de colheita de amostras de
sangue e 6rgaos para analises histopatoldgicas e virologicas. Este bio-ensaio em
suino lactente indicou que durante as 4 primeiras semanas todos os leitdes
inoculados ndo manifestaram sinais clinicos de PRRS e a sorologia ndo indicou
soroconversdo. A necrépsia e histopatologia, ndo foram observadas lesdes
patolégicas e auséncia de lesbes histopatoldgicas caracteristicas de PRRS no
material examinado.

Exames viroldgicos (IV) e moleculares (RT-PCR) nao indicaram
a presenca de particulas virais ou RNA de PRRSV. A prova de RT-PCR apresentou
resultado negativo para RNA viral em todas as amostras de soros positivos ao teste
de ELISA, “pool” de érgaos, suabes de amidalas, sangue e soro de suinos da
recolheita e para RNA extraido de 6rgaos de fetos suinos provenientes de porca
positiva para PRRSV no teste de ELISA. As reagdes de transcriptase reversa (RT) e
de PCR utilizaram “primers” para a regiao da ORF7(CHRISTOPHER-HENNINGS et
al, 1995) que codifica uma proteina de nucleocapsideo viral conservada em
diferentes isolados do PRRSV. A RT-PCR “nested”, também foram realizadas em
amostras de RNA utilizando “primers” para a nucleoproteina ORF7. Os “primers e
condicbes para a RT-PCR foram o0s mesmos descritos anteriormente
(CHRISTOPHER-HENNINGS et al, 1995). Todas as amostras de RNA de soro suino
positivas, suspeitas pelo teste de ELISA, tecidos fetais de porca positiva pelo teste
de ELISA, “pool” de 6rgaos de suinos positivos no ELISA foram testadas inicialmente
em “pool” com trés amostras cada e amostras suspeitas do “pool” foram testadas
individualmente. Todas as amostras resultaram negativas.

Assim, o status do Brasil como negativo para PRRSV evita o0 custo
elevado que enfrentam os paises positivos para PRRSV e, portanto, proporciona
uma grande vantagem de produc¢éo a seus produtores (ZIMMERMAN,2006b).
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3.12 Legislacao Pertinente ao Assunto ( PRRS )

Quanto a legislacao pertinente ao assunto e de acordo com a Instrucao
Normativa 31, de 10 de maio de 2002, do MAPA, os suinos destinados a exportacao
para o Brasil devem ser submetidos a testes de diagndstico estabelecidos durante a
quarentena realizada na origem e no destino. No caso de algum animal resultar
positivo (para os testes de diagnostico requeridos) durante a quarentena de origem,
todo o lote é impedido de ser exportado para o Brasil.

Os requisitos para exportacdao para o Brasil de suinos, destinados a
reproducao, contido nesta Instrucdo Normativa, estabelece que o Veterinario Oficial
do pais exportador deve certificar que os suinos necessitam ser oriundos de
estabelecimentos sem registro de ocorréncia clinica de varias doencas incluindo a
PRRS, nos ultimos 12 meses que antecedem ao embarque. Estabelece também que
0s animais devem ser submetidos a testes de diagndstico com resultado negativo
para PRRS em dois testes consecutivos de ELISA com intervalo minimo de 21 dias.

Na quarentena no Brasil, os animais devem ser submetidos ao teste de
ELISA para deteccao de anticorpos contra PRRS (BRASIL, 2002a).

Na Instrugcdo Normativa N° 54 do MAPA, de 17 de junho de 2002
(BRASIL, 2002b), estdo estabelecidos os requisitos zoosanitarios para importacao
de sémen suino e constam do Anexo as referencias as regras e procedimentos para
importacao de sémen suino de paises nao integrantes do MERCOSUL, exigindo que
o0 sémen destinado a exportacdo para o Brasil deva ser colhido em um Centro de
Colheita e Processamento de Sémen (CCPS) devidamente registrado junto ao
Servico Veterinario do pais exportador que opere sob supervisdo do respectivo
Servico Veterinario Oficial, controlado periodicamente quanto ao estado de saude e
ao bem-estar dos animais, assim como os métodos utilizados para a colheita,
processamento e armazenamento do sémen, os registros efetuados e os controles
sanitarios realizados no CCPS.

Durante o periodo da colheita até o0 momento do embarque do sémen,
0 pais exportador deve encontrar-se livre de peste suina africana, doencga vesicular

do suino, peste bovina e de febre aftosa de acordo com as recomendagdes do
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Cédigo Zoossanitario Internacional do OIE (OIE,2006b). Nesta legislagdo também
consta que esses animais devem ser negativos para PRRS de acordo com o
seguinte protocolo: teste de ELISA, no minimo 30 (trinta) dias que antecederam a
colheita do sémen e, 15 (quinze) a 60 (sessenta) dias apos a colheita (BRASIL,
2002b).

3.13 A analise de risco e a avaliacao do Risco de ocorréncia de uma doenca

As importacdes de animais ou produtos de origem animal implicam em
certo risco da introducao de diferentes doengas nos rebanhos do pais importador. A
principal finalidade da analise de risco associada as importacoes é proporcionar aos
paises importadores um método objetivo e justificavel para avaliar os riscos da
introducdo de uma enfermidade associada a qualquer importacdo de animais,
produtos de origem animal, material genético animal, alimentos para animais,
produtos biol6gicos e materiais patoldgicos.

Risco: funcéao da probabilidade de um efeito adverso e da magnitude
deste efeito em decorréncia de um perigo acontecer. A moderna Epidemiologia se
estrutura, a partir da incorporagéao deste conceito,e nos propée um novo modelo
explicativo: Epidemiologia dos fatores de risco. a Epidemiologia, a partir da utilizacao
do conceito de risco, ndo procura mais a etiologia e sim a associacao de
determinados fatores ( de risco) com as patologias (ALMEIDA - FILHO ,1989)

Avaliacdo de Risco: € o processo de estimativa de probabilidade de
ocorréncia de um determinado acontecimento e a magnitude de efeitos adversos
(em termos de seguranca, saude, ecologia, ou economia) durante um determinado
periodo de tempo (USEPA , 1989).

Risco, é considerado como funcao de varios fatores, nomeadamente:

- da natureza do perigo,
- da possibilidade de contacto (potencial de exposicao),
- da caracteristica das populacdes expostas (comunicantes),
- da freqUiéncia de ocorréncia,
- do grau de severidade e suas conseqiéncias, (USEPA , 1989).
Andlise de Risco para a Saude:,segundo(LOUVAR&LOUVAR, 1998), é

um processo organizado de forma metodolégica, utilizado para descrever e estimar a
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possibilidade de ocorréncia de um efeito adverso para a saude a partir da exposicao
ambiental de determinadas substancias quimicas. As quatros fases do processo sao:
- identificacao de perigos,

- avaliagdo dose-resposta,

- avaliacao de exposicao e

- caracterizacao de risco.

A “Andlise de Risco” e “Avaliacdo de Risco”, sao termos
frequentemente utilizados como sin6nimos, embora a analise de risco seja mais
vasta incluindo os aspectos de gestao de risco

A andlise deve ser transparente para justificar de forma clara e
documentada a respeito das razbes das condicoes impostas a importacdo ou a
recusa desta.

A transparéncia também é essencial para o fato de que os dados
podem ser incertos ou incompletos e se a falta de uma documentagdo completa
pode criar confusdo entre os dados e o valor que Ihes concede uma pessoa que 0s
analisa (LOUVAR& LOUVAR, 1998)

As fases de uma analise de risco sao: identificacdo do perigo,

avaliacao do risco, gestao do risco e a informacao sobre o risco.(OIE, 2006b)

Quadro. 1.As quatro etapas da analise de Riscos ,Adaptado de OIE,Codigo
Sanitario para los Animales Terrestres, 2006, Sao Paulo 2007

IDENTIFICACAO DO PERIGO| — |AVALIACAO DO RISCO — |GESTAO

DO RISCO

0 0 0
INFORMACAO SOBRE O RISCO
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A avaliacao do risco é a etapa da analise em que se procura estimar o
risco associado a um determinado perigo. Uma avaliagdo de risco pode ser
qualitativa ou quantitativa. Para muitas doencas em particular que figuram no Codigo
Terrestre da OIE que contém normas difundidas e reconhecidas internacionalmente,
existe um amplo consenso sobre 0s riscos possiveis. Nesses casos, uma avaliacao
qualitativa sera provavelmente suficiente

A avaliagdo qualitativa ndo requer competéncias particulares em
matéria de modelagem matematica e para tal se utilizam frequentemente de
conhecimentos de epidemiologia e informagdes correntes. Nenhum método de
avaliacao de risco associado as importacées € aplicado a todas as situacdes e
segundo as circunstancias um método pode ser mais conveniente que outro.

O processo de anadlise de risco associado as importacées devem levar
em conta os resultados de uma avaliagdo dos servigos veterinarios, 0 zoneamento e
compartimentalizacdo, assim como o0s sistemas de vigilancia epidemiolégica
utilizadas no pais exportador para o controle continuo das doencas dos animais.(OIE
2006b)

3.14 Riscos de Ocorréncia de PRRS no Brasil

3.14.1 Através de sémen.

Na fémea, as consequéncias reprodutivas de receber sémen
contaminado com virus sdo minimas, desde que a qualidade do sémen seja
aceitavel. Varios estudos nao conseguiram demonstrar uma reducdo nos indices de
fertilizagcdo ou concepcao apds a inseminagdo com sémen contaminado pelo virus
(LAGER et al , 1997; PRIETO et al , 1997). Portanto, o sémen contaminado pelo
virus ndo pode ser imediatamente reconhecido por uma reducao no desempenho
reprodutivo. Mais importante é a possivel transmissdo do PRRSV para a fémea que
recebe o sémen contaminado e o potencial de disseminagdo a outros animais no
rebanho (PRIETO et al.,1997; YAEGER et al , 1993).
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3.14.2 Através da Carne

Os paises livres do PRRSV revelam preocupacgédo com a introducao do
virus através da importacao de produtos de origem suina contaminados com o virus
(ZIMMERMAN, 2006b). Esta preocupacado foi reforcada por um estudo de
BLOEMRAAD et al (1994) que relataram pela primeira vez que o virus estava
presente, embora em titulos baixos, em tecido muscular colhido de suinos na fase
de viremia e que a quantidade de virus havia sido ligeiramente afetada pelo
armazenamento por até 48 horas a 4° C. Mais recentemente, um estudo de analise
de risco (EFSA, 2005) conclui que cerca de 1,9% das carcacas de suinos poderiam
conter o PRRSV ao abate. Esta conclusdo baseou-se em relatos de FREY et al.
(1995) que constataram que 6 de 1.049 (0,6%) das amostras de carne de
abatedouro foram positivas para o virus da PRRS por prova de isolamento viral, e
MAGAR e LAROCHELLE (2004) constataram que 19 de 1.027 (1.9%) das amostras
de carne eram positivas pela prova de PCR. Em um estudo posterior, o virus so6 foi
isolado em uma das amostras de carne positivas no PCR, indicando que o titulo de
virus infeccioso era baixo, se é que estava presente. O importante em termos de
avaliacao de risco é a reducao progressiva dos titulos de virus infeccioso durante o
processo de abate, armazenamento, congelamento-descongelamento.

No geral, os dados sugerem que 0 virus esta presente em niveis
reduzidos ou ausente na carne de suinos em idade de abate e que o risco de
transmissdo para suinos através do consumo de carne suina é extremamente baixo
provavelmente aproximando-se a zero. Embora varios paises negativos para o
PRRSV tenham importado muitas toneladas de carne fresca de suino de paises
onde o PRRSV é endémico, ndo ha casos em que o PRRSV tenha sido detectado
em carne importada ou em que o virus tenha sido introduzido através da carne de
suino importada (ZIMMERMAN, 2006b)
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3.14.3 Atraves de Suinos Importados

O primeiro caso clinico de PRRS na Espanha, ocorrido em janeiro de
1991, apresentou relacdo com a importagao de suinos vivos (PLANA DURAN et al.,
1992).

Na Asia, foram retrospectivamente documentados anticorpos contra o
virus da PRRS em soros de suinos importados da Republica da Coréia (Coréia do
Sul) em outubro de 1985 (SHIN et al, 1993).

3.14.4 Através de Hospedeiros alternativos

Presumivelmente, uma espécie silvestre pode ter sido a fonte de
infeccao original do virus. Admitindo-se que esta hipétese seja plausivel, podem
entdo existir uma ou mais espécies de hospedeiros alternativos. Portanto, a
identificacdo de hospedeiros ndo suinos suscetiveis é importante do ponto de vista
epidemioloégico porque uma espécie ainda nao reconhecida pode atuar como
reservatério do PRRSV. Ja se constatou que varias espécies nao sao suscetiveis ao
PRRSV, incluindo camundongos, ratos, cobaias (ZIMMERMAN et al 1997).
Semelhantemente, WILLS et al (2000) ndo detectaram indicios de replicagdo do
virus da PRRS em gatos, cdes, camundongos, gambas, guaxinins, ratos,
cangambas, pardais domésticos ou estorninhos. ZIMMERMAN et al (1997) relataram
que os marrecos de Pequim (Anas platyrhynchos) eram suscetiveis ao PRRSV, pois,
quando expostos ao virus contido na agua de bebida foram recuperados de fezes e
resultado semelhante foram observados em 8 dos 20 patos apds 39 dias da
exposicao. No entanto, outros pesquisadores nao conseguiram reproduzir estes
experimentos. Até o momento, a questdo sobre espécie hospedeira que ndo a suina
permanece sem resposta. ( ZIMMERMAN ,2006a).
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3.14.5 A fonte de infeccao mais provavel de PRRSV

Com base na literatura disponivel, 0 meio mais provavel de introdugao
do PRRSV em uma area, regido ou pais é através de suinos infectados ou sémen
contaminado com o virus. (ZIMMERMAN .2006b)

3.15 Prevencao para evitar a PRRS no Brasil

3.15.1 Como o Brasil deve se prevenir para evitar a introducao dessa
doenca ?
De acordo com STEFHANO (2006), um ponto vulneravel do Brasil

indica ser o diagndstico que requer mais apoio. O outro, aspecto importante é a
biossegurangca e para tanto, o Brasil poderia dispor de programas de prevencao
preestabelecidos. Para romper um programa de controle sanitario, basta apenas um
descuido e o problema estara instalado. E preciso aprimorar as medidas preventivas
incluindo procedimentos de diagnédstico. E deve-se realizar sorologias periddicas
(bimensais, trimestrais ou semestrais) para manter um controle seguro do rebanho

brasileiro ou detectar precocemente a doencga caso venha a ser introduzida.

3.15.2 Vigilancia Epidemioldgica.

Em um pais livre de PRRSV como o Brasil, a medida de profilaxia mais
importante € a vigilancia epidemiolégica, incluindo a deteccao precoce do PRRSV,
as medidas de vigilancia envolvem uma adequada validacdo dos testes de
diagnoéstico disponiveis. (STEFHANO,2006) De acordo com DUFRESNE et al.
(2003), o valor preditivo de um teste é a probabilidade de que um resultado seja
especifico, ou seja, a probabilidade de um teste detectar como positivo um animal
realmente positivo ou infectado e a de detectar como negativo um animal
realmente negativo ou ndo infectado . A medida que a prevaléncia se aproxima

de zero, por exemplo, em um pais livre do PRRSV, uma proporcao crescente de
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resultados positivos ao teste serdo falsos positivos(THRUSFIELD,1986). Isto ocorre
em funcao da prevaléncia e nao significa que o teste seja inadequado. No entanto,
do ponto de vista do veterinario de suinos ou do suinocultor, os resultados falsos
positivos podem resultar em perdas, ja que os animais sao descartados ou rebanhos
interditados. (ZIMMERMAM,2006a). Importante também é que o falso positivo pode
resultar em perda de credibilidade dos resultados obtidos pelo laboratério de
diagnésticos (SAYD, 2006).

E importante que os laboratérios de diagnéstico tenham conhecimento
de testes confirmatérios, de sorte que os falsos negativos possam ser rapidamente
eliminados. (STEFHANO,2006)

CIACCI-ZANELLA et al, 2004, inferiram que a prevaléncia obtida igual
a 0,78% na populacdo testada nos estados do Brasil onde a suinocultura é
expressiva, ndo caracteriza a ocorréncia de PRRS no Brasil, pois, este valor
estimado nao se enquadra nas caracteristicas epidemiolégicas da PRRS, conhecida
em paises endémicos para essa doenca.tais como as abaixo relacionadas:

ApG6s uma fase epidémica severa, a infeccao torna-se endémica. A
prevaléncia da infecgdo é geralmente elevada em paises infectados. Entretanto, nas
areas com uma densidade baixa de populacdo suina, a infeccao pode espalhar
lentamente e se o transito de animais infectados nao forem significativos.dentro
dos rebanhos, o virus espalha rapidamente infectando até 85 a 95% dos suinos em
um rebanho os suinos tornam-se soro - positivos dentro de dois a trés meses.
Depois disso, a atividade do virus persiste por periodos prolongados (diversos
meses a anos). Nao obstante, alguns autores relataram o eliminacao espontaneo de
PRRSV nas granjas infectadas (ALBINA, 1997)
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4 MATERIAL E METODOS:

4.1 MATERIAL.:
4.1.1 GRANJAS:
4.1.1.1 Granjas amostradas

Foi examinada a totalidade das 03 granjas de reproducao existentes no
Estado de Sao Paulo no periodo entre 2005 e 2006, que apresentavam risco para a
PRRS identificadas por G1, G2 e G3 constituidas por matrizes e reprodutores
rotineiramente submetidas a monitoria sorolégica para PRRS por iniciativa do
respectivo Médico Veterinario Responsavel Técnico e que apresentavam as
seguintes caracteristicas:
Granja G1*: localizada da Regido de Andradina, com plantel de 570 matrizes e 6
reprodutores, que repde seu rebanho com reprodutores filhos e descendentes de
importados e que no periodo estudado adquiriu 22 reprodutores considerados com
risco de terem sido expostos ao virus da PRRS pelo fato dos ascendentes terem
sido oriundos de paises endémicos para esta doenca.
Granja G2*: localizada na Regiao de Mogi Mirim, com plantel 600 matrizes e 6
reprodutores, importadora de suinos e que adquiriu 145 animais do Canada em
2005.
Granja G3*: localizada na regido de Jau, com plantel de 1.800 matrizes e 12
reprodutores, e que adquiriu 61 reprodutores considerados com risco de terem sido
expostos ao virus da PRRS pelo fato dos ascendentes terem sido oriundos de
paises endémicos para esta doenca.
* Granja GRSC (Granja de Reprodutores Suideos Certificada)
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O numero de animais amostrados em sorologia dessas granjas
encontra-se na Tabela 1 e o niumero de reprodutores machos dessas Granjas,
amostrados em colheita de sémen, encontra-se na Tabela 2

4.1.1.2 Granjas Centrais de Inseminacdo Artificial com reprodutores para
exame de sémen
Foram estudadas sete (07) Centrais de Inseminagao Artificial (CIA)
localizadas no Estado de S&o Paulo, que alojavam suinos reprodutores filhos ou
descendentes de animais importados que poderiam ter apresentado risco de
exposicdo a PRRS. (além das centrais das Granjas G1;G2;G3, ja mencionadas
acima). Foram estudas também as granjas identificadas por G4; G5; G6; G7 (todas
pertencentes a categoria GRSC) e com as seguintes caracteristicas:
CIA G4: localizada na regidao de Sorocaba, com plantel de 1.000 matrizes e 16
reprodutores sendo apenas 2 (dois) descendentes de animais importados;
CIA G5: localizada na regiao de Bauru, com plantel de 32 reprodutores .
CIA G6: localizada na regidao de Braganca Paulista, com plantel constituido de 15
reprodutores;
CIA G7: localizada na regiao de Mogi Mirim, plantel de 28 reprodutores.
Reprodutores recém adquiridos foram mantidos em quarentena na
propria granja e para colheita de amostras de sémen foram selecionados ao acaso.

4.1.2 ANIMAIS:
4.1.2.1 Amostragem dos animais
Das 3 (trés) granjas de reprodutoras foi examinada uma amostra de
228 animais, estatisticamente significante, tamanho estabelecido por critérios de
amostragem segundo Thrusfield (1986) para deteccdo de pelo menos 1 caso de
doenca exética para 95% de confianca e reprodutoras selecionadas ao acaso.
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4.1.2.2 Amostragem de Reprodutores

Das 7 (sete) Centrais de Inseminacdo Artificial foi examinada uma
amostra de 53 reprodutores, , estatisticamente significante, tamanho estabelecido
por critérios de amostragem segundo Thrusfield (1986) para deteccdo de pelo
menos 1 caso de doenca exética para 95% de confianga e reprodutoras

selecionadas ao acaso;

4.1.3 AMOSTRAS DE SANGUE:

Foram colhidas 434 amostras de sangue por puncado na veia cava
cranial direita do animal As amostras de sangue (Figura 4) foram colhidas com
auxilio de agulhas metalicas de medidas 100x15 mm,com o animal mantido em pé e
contido por um laco de nylon denominado cachimbo,passado na altura do focinho,
método de contencéo descrito por MORENO et al, (1997), as amostras de sangue
foram transferidas para tubos de vidro de 9ml, deixadas em repouso em estantes por
2 horas em temperatura ambiente, para retragdo do coagulo, a seqguir centrifugadas
a 3000 rpm durante 5 minutos, transferido o soro sanguineo (2 mL) com auxilio de
pipetas plasticas do tipo descartdveis para frascos de vidros do tipo penicilina
estéreis com capacidade para 10 mL, acondicionados em caixas isotérmicas sob
refrigeracdo a temperatura de 2 a 5°C e enviados para os laboratérios CEPPA-SP e
CEDISA-SC onde foram realizados os testes diagnésticos de PRRS. As colheitas
foram realizadas em 2005. Na 12 granja foi realizada uma Unica colheita de 22
animais. Na 22 granja foram realizadas 4 colheitas de sangue sendo 2 colheitas de
70 animais e 2 colheitas de 75 animais. Na 32 granja foram realizadas 2 colheitas de

61 animais.
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Figura 4 - Amostras de sangue de suinos colhidas em tubos de vidro de 9ml.

4.1.4 AMOSTRAS DE SEMEN: Foram colhidas 53 amostras de sémen

durante os procedimentos de rotina de obtencdo de sémen,observando as normas
de manejo da Central de Inseminacéao (Figura 5) segundo metodologia preconizada
por CORREA et al,(2001).

As colheitas foram realizadas no periodo da manha ; observando o
intervalo entre colheitas dos machos, seguindo o seguinte esquema:

Machos jovens, com até um ano de idade — colheita uma vez por
semana; machos adultos, com mais de um ano de idade, e boas condicbes de
sémen — colheita 3 vezes a cada 15 dias, ou seja intervalo de 5 — 4 — 5 dias.

Procedimentos: Fazia-se a limpeza do macho antes de leva-lo para
sala de colheita, lavando-o com sabdo neutro e esgotando o liquido prepucial, os
machos foram treinados em manequim fixo para a coleta de sémen pelo método da

mao enluvada. Foram utilizados no local ,tapetes de borracha para que o macho néao
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escorregasse na hora do salto. O sémen foi coletado em sala de colheita, limpa e
isolada das baias, evitando assim contaminacdes. Utilizou-se recipientes separados
para colher fragéo rica e pobre

Foi estabelecido o regime de uma colheita semanal de sémen, com
colheita do doador que estivesse em servigco na semana da visita a Granja.

No Laboratério da Central, o sémen era recebido através de um éculo,
evitando-se, assim a entrada da mesma pessoa que faz a coleta dentro do
laboratério. O material para analise era preparado para fazer os testes de rotina
rapidamente, o sémen era diluido o mais rapido possivel, deixado descansar por 2
horas antes de envasa-lo, em bisnagas plasticas de 100 ML, sempre com a
temperatura interna do laboratério estavel a 20 © C

Foram tomados os seguintes cuidados com o sémen :

O sémen recebido era colocado diretamente na geladeira (15 a 18 ¢ C).
Procurou-se observar se o0 sémen chegou em boas condicbes para
armazenamento.Também evitou-se colher amostras de sémen estocado por mais de
3 dias contando a data da colheita.

No estoque 0 sémen era colocado em posicao horizontal na geladeira
de 15 a 18% C e movido lentamente 2 a 3 vezes ao dia para uma melhor
homogeneizacgao do diluente com o sémen.

Manteve-se um termd6metro de maxima e minima no interior da
geladeira. a fim de se observar e notificar a temperatura 2 vezes ao dia.

As amostras de sémen dos 53 reprodutores foram acondicionadas em
frascos apropriados. (bisnagas plasticas com capacidade para 100 ML) e enviados
em caixa de isopor ao Instituto Biolégico para realizagdo da prova de triagem por
microscopia eletrénica de transmissao

Dados referentes as varidveis selecionadas para o estudo estédo
reunidos na Tabela 1.

O numero de amostras de soros de matrizes e de sémen nas amostras

esta reunido na Tabela 2.
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Tabela 1 — Freqliéncias segundo a variavel e ano. Sao Paulo, 2007.
ANO
Variavel Total
anave 2005 2006

N2 granjas importadoras 01 i 01
N2 granjas c¢/ filhos ou descendentes de
. 01 07
importados 06
N2 animais examinados 145 83 228
N2 amostras examinadas 290 144 434
N° animais importados 145 i 145
N2 granjas importadoras 01 01

Tabela 2 — N° de amostras de soro e de sémen segundo a granja ou Central de
Inseminacao. Sao Paulo, 2007.

e N® animals N2 amostras
Identificacao amostrad_os sémen N2 amostras
sorologia soro
Granja G1 22 2 22
G2* 145** 16 290
G3 61 8 122
G4 - 2
Granja-CIA G5 i °
G6 . 15
G7 - 4
7 228 53 434

*

2 importacdes
** 2 sorologias
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8.1 f

Figura 5 — Suinos de uma Central de Inseminacdo Artificial de Suinos,

clinicamente normais.

4.1.5 AMOSTRAS DE TECIDOS: Foram colhidas amostras de tecido de amigdalas,
pulmdes e linfonodos mediastinicos dos animais positivos (2) submetidos ao teste de
ELISA .As amostras (cerca de 100mg de tecido) foram congeladas em nitrogénio
liquido e conservadas em gelo seco. Foram colhidas 3 fragmentos, em duplicata, de
cada 6rgao dos 2 animais positivos a sorologia. Uma parte da amostra foi colocada
em tubos contendo Trizol® (GibcoBRL) e a outra foi enviada ao laboratério
congelada, embalada em sacos plasticos tipo ziploc e enviada em gelo seco. Quanto
ao procedimento de colheita das amostras, foi utilizado um conjunto de luvas, pingcas
e tesouras para cada animal, objetivando prevenir contaminag¢des cruzadas, pois,
procurou-se realizar colheita asséptica de amostras. Foram colhidas amostras de
sangue, aproximadamente 5 mL em frascos contendo anticoagulante ( EDTA) e

conservado em gelo seco . Estas amostras foram imediatamente enviadas ao
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laboratério para a realizacdo do teste de RT-PCR para fins de averiguacdo dos 2

animais soropositivos para PRRS.
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Figura 6 - Colheita de amostras de tecidos de suinos para Exame de PCR
4.2 METODOS:

4.2.1 SOROLOGIA: para deteccao de anticorpos anti-virus da PRRS foi
realizada a técnica de ELISA INDIRETO: utilizando-se o kit importado da empresa
IDEXX® Laboratories ELISA HerdCheck para anticorpos para o virus de PRRS.,
calculando os resultados e interpretando-os baseados na sensibilidade,

especificidade e valor preditivo do teste.

4.2.1.1 ELISA (Enzime - Linked Immunosorbant Assay) INDIRETO

Teste imunoenzimatico, que utiliza anti-anticorpos marcados com uma

enzima para detectar anticorpos no soro teste.
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As amostras de soro de suinos foram colocadas em orificios de placas
de poliestireno impregnadas previamente com PRRSV, para promover reacao
antigeno-anticorpo caso este ultimo estivesse presente no soro sob teste. A mistura
foi colocada para incubacgédo , 37° C por uma noite a seguir, lavou-se a placa para
remocao das substancias que nao reagiram. Adicionou-se, em cada orificio, um
conjugado anti IgG de suinos ligado a peroxidase. Colocou-se a mistura para
incubacgao a 372 C por 12 horas e a seguir, lavou-se para retirada de todo excesso
do conjugado. Adicionou-se um substrato cromégeno, que em presenga da enzima
desenvolve cor. Amostras positivas apresentaram cor azul e amostras negativas
permaneceram incolores. Submeteu-se a placa a uma leitora de espectofotdmetro
medindo O.D. (Densidade Optica) com filtro A650A. Calculou-se a razdo S/P
(relacao entre a densidade Optica da amostra e 0s controles positivos e negativos).

Para o kit de ELISA PRRS, a nota de corte ou seja, um ponto a partir
do qual se distinguem os resultados positivos dos negativos foi 0.4 e, portanto,
soros com valores da razdo acima de 0,400 foram positivos e igual ou abaixo de
0.399 foram negativos.(SAYD,2006)

4.2.2 PCR das Amostras Positivas no ELISA INDIRETO

As amostras foram submetidas a extracdo do RNA baseada nas
propriedades de lise e inativagdo de nucleases do Tiocianato de Guanidina, junto as
propriedades das particulas de terra diatomacea em ligar-se ao DNA ou RNA. Este
método para purificacdo de acidos nucléicos foi descrito por BOOM et al, (1990).
Apos a extragdo do RNA uma aliquota do produto foi estocada a - 20° C.

A amplificacdo do RNA viral foi realizada utilizando-se 200 mM da
mistura de deoxi-nucleotideos (dNTPs), 2.5 ul do tampao de PCR, 0.75 ul de MgCl,,
10 pmoles do “primer sense”, 10 pmoles do “primer antisense®, 5 ul da solucédo de
DNA, 0.2 pl da enzima Taq polimerase, agua bidestilada para um volume final de
25ul e uma gota de 6leo mineral fino.(ALLENDE et al,1999) .
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Terminada esta fase os tubos foram fechados e colocados no
termociclador. Os “primers” utilizados para deteccdo do agente foram os que se

seguem no quadro abaixo:

Quadro 2 - Sequéncia de “primers” descritos para detecg¢ao de Virus da PRRS
Adaptado de Gilbert et al. 1997,Sao Paulo 2007.

Tipos de Primers - Posicao no Genoma Sequéncias - virus PRRS
EU (Amostra 8628-8645 CTCCTGTATGAACTTGC
americana)
ED (Amostra Européia) 8863-8882 CAGCTCAAGTTCGAGGACCT

O RT-PCR: o RNA viral total foi preparado de amostras de soros positivos no teste
de ELISA para PRRSV, fragmentos de érgaos, sangue total e soro de suinos
suspeitos e positivos pelo teste de ELISA O RNA do soro ou do sangue total foi
isolado das amostras positivas para anticorpos de PRRS usando o reagente Trizol®
(GibcoBRL). O RNA dos 6rgaos dos suinos (pulmao, tonsilas, linfonodos,) mantidos
previamente congelados a - 80°C foi isolado usando métodos da extracdo de
CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987) usando o thiocyanate do guanidine (Promega), o
fenol e o cloroférmio. A reacdo da transcriptase reversa e o PCR foram realizados
como descritos por ALLENDE et al (2000). O RNA positivo do controle usado nestes
testes era 0 RNA extraido de PRRSV cultivado nas pilhas MARC-145 (CIACCI-
ZANELLA et al,2004)
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As reacdes de transcriptase reversa (RT) e de PCR utilizaram primers para a regiao
da ORF7 (CHRISTOPHER-HENNINGS, 1995), que codifica uma proteina de
nucleocapsideo viral conservada em diferentes isolados do PRRSV.

A RT-PCR nested foram realizadas em amostras de RNA utilizando-se
primers para a nucleoproteina ORF7 (CIACCI-ZANELLA et al,2004)

Os “primers” e condicdes para a RT-PCR foram os mesmos descritos
anteriormente (CHRISTOPHER-HENNINGS et al, 1995). A reacdo da PCR foi
realizada segundo protocolo descrito por KIM et al.(2001), em ciclos de temperatura
de desnaturacéao (95°C), de anelamento (65°C) e de extensdo (72°C), por um minuto
cada, com o prolongamento, por 10 minutos, da temperatura de extensao no ultimo
ciclo. A reacédo externa apresentou 35 ciclos; a interna, 30. Tanto a reacao externa
quanto a interna foram realizadas nas mesmas condicoes. O produto da
amplificagéo foi visualizado em gel de agarose a 2% sob luz ultravioleta.

Todas as amostras de RNA dos suinos positivados pelo teste de ELISA( tecidos,,
orgaos,sangue) foram testadas individualmente. Todas as amostras resultaram

negativas.

4.2.3 ANALISE DO SEMEN REALIZADO POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO:

A técnica de contrastacdo negativa para microscopia eletrénica de
transmissdo € um dos métodos mais usuais para o diagnéstico de viroses
(ALMEIDA,1983;DOANE& ANDERSON,1987;FIELD,1982;MILLER,1988).

Quando o numero de particulas viricas em uma amostra é muito baixo,
a técnica de imunomicroscopia eletrénica permite a identificagdo destes virus pela
reacao especifica antigeno-anticorpo e pela deteccao da morfologia viral. Além
disso, ndo requer purificacdo dos anticorpos e detecta antigenos e/ou anticorpos
contaminantes (KATZ &KHON,1984), No laboratério de microscopia eletrénica do
Instituto Bioldgico as amostras foram processadas pela técnica de contrastacédo

negativa
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4.2.3.1 Técnica de Contrastacao Negativa

Esta técnica foi realizada segundo a metodologia descrita por
BRENNER & HORNE (1959), ALMEIDA (1980), HAYAT & MILLER (1990) e
MADELEY (1997). O sémen diluido a 1:10. ( gotas de sémen)suspenso em tampao
fosfato 0,1M , pH 7,0, foi colocado em contato com grades metalicas de cobre,
previamente cobertas com filme de colddio e carbono, drenadas com papel filtro e
contrastadas negativamente com molibdato de aménio a 2%, pH 5,0. e finalmente
analisadas ao microscépio de transmissao.

Se as amostras resultassem em suspeitas ou positivas, seriam
processadas por imunomicroscopia e imunocitoquimica por imunomarcagao com
ouro coloidal.Pelo método da imunomarcacdo com ouro € possivel detectar e
identificar antigenos, localizar nas células infectadas estruturas induzidas por virus,
sorotipar cepas virais (KIELDSBERG,1986) e determinar variantes antigénicas em
um isolado (PATTERSON & OXFORD,1986). Usamos em nosso trabalho para
andlise da amostras de sémen de suinos um microscépio eletrénico da marca Philips
EM-208 (Figura 7).
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Figura 7 - Microscopio eletrénico Philips EM-208

4.2.4. DIAGNOSTICO EPIDEMIOLOGICO. Baseou-se na correcdo da
prevaléncia e calculo do Valor Preditivo de um Valor Positivo (VPRP) segundo
THRUSFIELD, (1986) ; MARTIN et al (1987)Calculo do VPRP Valor Preditivo de um
Valor Positivo (THRUSFIELD, 1986)
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4.2.5 ANALISE ESTATISTICA: Foi aplicada Estatistica Descritiva representada
pelo calculo da proporcdo de reagentes com correcdo para a sensibilidade e
especificidade da prova sorolégica THRUSFIELD, (1986) ; MARTIN et al (1987).
e teste de uma proporcao com aproximacao Normal segundo VIEIRA (1980).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

5.1.1 Resultado de sorologia.

Foram considerados positivos todos o0s soros que apresentaram
relacao S/P igual ou superior a 0,4( ponto de corte) como estabelecido para o kit de
ELISA PRRS (SAYD,2006).

As amostras de soros oriundos das Granjas G1 e G2 apresentaram -
se sem dificuldades de discriminagao entre resultados positivos e negativos, porém a
granja G3, apresentou 1 amostra positiva e uma suspeita (1° teste, realizado em
laboratério particular), o Servico Oficial Estadual foi notificado por tratar-se de
doenca exodtica em nosso pais. A decisao foi a de repetir o teste nos mesmos
animais em laboratério oficial o que resultou em 2 soropositivos .

Os resultados do diagnéstico soroldgico por ELISA encontram-se
resumidos nas Tabelas 3 e 4, sendo que e na Tabela 3 foram considerados para o
calculo do total, os resultados observados nos 2 testes da granja G3.
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Tabela 3 — Resultados de sorologia para PRRS em reprodutoras suinas importadas
e filhos ou descendentes de importados segundo a granja € numero de
animais examinados. Sao Paulo, 2007.

N2 de Resultado
Granja Colheita animais Positivo Suspeito Pos. + Susp
sangue amgztra Freq. % | Freq. | % | Freq. %

G1 Unica 22 0 0,0 0 0,0 0 0,0
G2 2 importacoes 145 0 0,0 0 0,0 0 0,0
G3* 12 repeticdo 61 1 1,6 1 1,6 2 3,3
22 repeticao 61 2 3,3 0 0,0 2 3,3

Total** 4 228 2 0.9 1 0,4 2 0,9

* granja submetida a 2 testes sucessivos em razao do 1° resultado
** foram considerados os resultados da segunda repeticao da G3

Se na populagao classificada como nao apresentando a PRRS a propor¢éao de
positivos ao teste é igual a P' e a verdadeira prevaléncia é P, existem 2
componentes para P': ou sdo verdadeiros positivos ou falsos positivos;considerando
a prevaléncia da PRRS em nosso pais € igual a 0%, a Sensibilidade (S) igual a
98,0% (0,98) e a Especificidade (E) igual a 96,0% (0,96) (FERRIN et al, 2004 e DEA
et al, 2000).

Considerando tdao somente o0s resultados positivos observados na
granja G3, foi realizada correcdo do valor das freqiéncias para a prova de ELISA
utilizada que apresentou Sensibilidade e Especificidades iguais, respectivamente a
98% e 96% e esses valores corrigidos estdo reunidos na Tabela 4.

Considere a verdadeira prevaléncia da PRRS igual a 0%, a
Sensibilidade (S) igual a 98,0% (0,98) e a Especificidade (E) igual a 96,0% (0,96)
(FERRIN et al, 2004 e DEA et al, 2000).0 valor de P'sera:

P'=PxS+(1-P)(1-E)=0x0,98+ (1-0)(1-0,96) = 0,04

Verifica-se que este valor ndo difere muito do valor encontrado que é
igual a 0,032. Correcao da estimativa da prevaléncia (P) da PRRS, ou seja, da
verdadeira prevaléncia a partir do valor obtido na sorologia.
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Pl+E—-1 0,04 +0,96-1
P: ----------------- e =0
S+E-1 0,98+0,96—1

O valor do VPRP é:

PxS 0x 0,98
V2T — e —— =0
(PxS)+(1-P)(1-E) (0,04 x 0,98) + (1 — 0)(1 — 0,96)

Sendo entdo a probabilidade do resultado positivo detectado no

quarentenario ser realmente PRRS é igual a 0,0%.

Tabela 4 — Resultados de frequiéncias corrigidas (THRUSFIELD, 1986) de positivos
a sorologia para a Sensibilidade (98%) e Especificidade (96"%) do teste
de ELISA para granja G3 e numero de animais examinados. Sao Paulo,

2007.
N¢ de Resultado Positivo
Granja | Colheita sangue | animais na Fre % %
amostra 9 | Observada Corrigida

G1 Unica 22 0 0,0 -

G2 2 importacées 145 0 0,0 -
G3 12 repeticao 61 1 1,6 0,0
28 repeticéo 61 2 3,3 0,0
Total 4 228 2 0,9 0.0
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O valor 0,9% é estatisticamente inferior ao valor esperado de 4,0% de
falsos positivos que o teste de ELISA-PRRS da IDDEXX® detecta (teste estatistico

de proporcao com aproximacao Normal segundo Vieira, 1980)

5.1.2 Resultado da prova de PCR

Todas as amostras de tecidos (amidalas, pulmdes e linfonodos
mediastinicos) dos suinos que foram positivos a sorologia na prova de ELISA
indireto ,apresentaram resultados negativos no PCR.

5.1.3 Resultados de exames de sémen.

Todas as 53 amostras de sémen apresentaram resultados negativos a

microscopia eletrbnica de contrastacdo negativa (Tabela 5).
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Tabela 5 - Resultados de Microscopia eletrénica (Contrastagcdo Negativa) para o

virus da PRRS em sémen de suinos doadores descendentes de animais

importados, segundo a granja e numero de amostras examinadas. Sao
Paulo, 2007.

N° de amostras de sémen

% de amostras positivas

GRANJA
examinadas PRRSV nas diversas Granjas
G1 2 0 %
G2 16 0%
G3 8 0%
G4 2 0%
G5 6 0%
G6 15 0%
G7 4 0%
TOTAL 53 0%
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5.2 Discussao

Poucas empresas do Brasil importam periodicamente suinos
reprodutores e comercializam seus descendentes para granjas localizadas em
estados de maior producgdo suina ,para fins de melhoramento do material genético
brasileiro. Paises exportadores sao, na sua maioria, aqueles da América do Norte e
Europa, que apresentam alta endemicidade para PRRS (HILL et al, 1992,
WENSVOORT,1991 e CHRISTIANSON,1992) e o Brasil é indene para esta doenca
(OSORIO, 2002).

A despeito do Brasil adotar rigorosas medidas de Vigilancia
Epidemiolégica para prevenir o ingresso de doengas exéticas em nosso territorio,
andlise do risco se faz necessaria para monitorar a situagéo de livre da doenca.
Este mesmo principio norteou a realizagdo da andlise do risco da ocorréncia da
PRRS em granjas tecnificadas de suinos e em centrais de inseminagéo artificial do
Estado de Sao Paulo que importaram reprodutores de ambos os sexos no ano de
2005 e naquelas que adquiriram filhos ou descendentes de importados em 2005 e
2006. Este estudo foi conduzido com base em 3 procedimentos laboratoriais
representados pelo diagndstico laboratorial indireto pela prova de ELISA-PRRS,
prova de PCR em fragmentos de tecidos e Microscopia Eletrbnica em amostras de
sémen.

Pela observacdo dos resultados de sorologia reunidos na Tabela 3,
poderia-se inferir que a PRRS se encontrasse presente na granja G3, comprovada
por 2 repeticoes com freqiiéncias de positivos iguais a 0,9%.Este valor encontrado é
igual ao observado por CIACCI-ZANELLA et al (2004) que foi de 0,9% (positivos e
suspeitos),indicando ser improvavel a presenca do virus da PRRS em face das

caracteristicas epidemiologicas da doenca.
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Nesta pesquisa, aprofundou-se na avaliagdo destas frequéncias
percentuais obtidas introduzindo a correcdo para a prevaléncia (THRUSFIELD, |,
1986 ; MARTIN et al, 1987) para as sensibilidades e especificidades da prova de
ELISA empregada. Assim, os valores corrigidos reunidos na tabela 4 revelam, para a
granja G3, que os verdadeiros valores das estimativas do rebanho considerando
separadamente as duas repeticoes, foi igual a 0,0%.

Pela aplicacdo de uma prova sorolégica que apresenta sensibilidade
de 98% e especificidade de 96% ¢é esperado encontrar-se 4% de falsos positivos. O
valor encontrado na 22 repeticdo deste experimento (1,6%) ¢é estatisticamente
inferior ao valor esperado de 4%. Pode-se, assim, inferir que a PRRS esté ausente
nos rebanhos estudados para o nivel de rejeicdo estabelecido de 5%. Esta
observacao estatistica encontra amparo nos conhecimentos da Epidemiologia da
doenca que revela que o virus apresenta altas infectividade e imunogenicidade que
se refletiiam em termos de elevada prevaléncia de animais reagentes em auséncia
de sintomas em se tratando de virus de alta patogenicidade ou elevadas freqiiéncias
de reagentes e de doentes em se tratando de virus de alta patogenicidade
(TORREMORELL, 2004).

Estimadas as prevaléncias corrigidas das 3 granjas estudadas e
considerando as 3 situagdes em funcdo das duas repeti¢cdes realizadas na granja
G3, como apresentadas nas Tabelas 3 e 4 ¢é licito inferir que a PRRS encontra-se
ausente nas granjas certificadas e/ou monitoradas/tecnificadas e que a Vigilancia
Epidemiolégica aplicada pelo MAPA/Brasil tem prevenido a introdugédo do virus da
doenga em nosso pais.

Finalmente, em relacdo a sorologia empregando a prova de ELISA,
pode-se inferir que ndo € recomendavel para o diagndstico sorolégico individual,
mas recomendavel como prova de triagem e de aplicacdo em populacées animais
requerendo cautela em sua aplicacdo e interpretacdo. Poder-se-ia eventualmente
aventar a hipotese do Servico Oficial interpretar os resultados globais a cada
momento e nao interferir quando de ocorréncia de situagdes de conflito quando um
Médico Veterinario Responsavel se depara com resultados de interpretacdo que

exige conhecimento de Epidemiologia e de Validagdo de Métodos de Diagnéstico.
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Os resultados negativos pela prova de PCR comprovam a auséncia do
PRRSV, nas amostras soropositivas no teste ELISA indireto.

A técnica de contrastacdo negativa para microscopia eletrbnica de
transmissdo usada neste trabalho (microscopia do sémen de suino) visando a
deteccdo da morfologia viral, € um dos métodos mais usuais para o diagnéstico de
viroses, quando o numero de particulas viricas em uma amostra € muito baixo,
(ALMEIDA,1983;DOANE & ANDERSON,1987;FIELD,1982;MILLER,1988). Os
resultados negativos pela prova microscopia eletrénica de sémen dos reprodutores
suinos, ndo somente confirmam a auséncia de atividade viral em rebanhos de
suinos de granjas certificadas e/ou monitoradas,mas comprova ser este um método
de diagnéstico eficaz para detectar a presencga de virus,quando estiverem presentes,

em materiais como o sémen.
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6. CONCLUSOES

1. A prova de Elisa indica nao ser recomendada para o diagndstico
individual da PRRS.

2. Os dados obtidos revelam que a Vigilancia Epidemiol6égica da
VIGIAGRO tem sido suficiente para prevenir a entrada do virus da
PRRS em nosso territorio.

3. A vigilancia periddica da PRRS indica ser um instrumento valioso para
o monitoramento do rebanho de suinos reprodutores importados para a

deteccao precoce da doencga caso seja introduzida.

4. O uso da microscopia eletrénica na analise do sémen de reprodutores
importados de paises endémicos para PRSS pode ser um instrumento
muito 0til para a verificacdo da presenca de virus(virus da PRRS)

nesse tipo de material.

5. Os resultados negativos obtidos neste experimento frente aos testes
de PCR e microscopia eletrobnica obtidos neste experimento
confirmaram que a correcdao da prevaléncia é um procedimento
epidemiologico indicado para a interpretacao final de vigilancia de

doencas em populacoes.
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6. A analise do risco da ocorréncia da PRRS no estado de Sao Paulo
realizada neste estudo por iniciativa ndo governamental, podera servir
como um exemplo aos 6rgaos de defesa agropecuaria,objetivando
como finalidade de realizarem testes laboratoriais de diagnostico

periodicamente para a comprovacgao do status de livre da presenca do
PRRVS.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 - Instrucao Normativa N2 31, de 10 de maio de 2002, do MAPA

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUP}RIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA

INSTRUCAO NORMATIVA Ne 31, DE 10 DE MAIO DE 2002

e SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da atribui¢cdo que lhe confere o art.83, inciso IV, do
Regimento Interno aprovado pela Portaria Ministerial n? 574, de 8 de dezembro de 1998, tendo em
vista o disposto na Portaria Ministerial n® 49, de 11 de margo de 1987, considerando a necessidade
de harmonizar Normas para importagéo de suinos para reproducao, procedentes de terceiros paises,
e 0 que consta do Processo n® 21000.008029/2001-07, resolve:

Art. 12 Os suinos importados dever&o vir acompanhados de Certificado Zoossanitario,
atestando as garantias requeridas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil.

§ 12 O Certificado Zoossanitario devera ser elaborado na lingua oficial do pais exportador e
também em portugués.

§ 2° O pais exportador deverd submeter o modelo de certificado a aprovagéo prévia pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

§ 32 O Certificado Zoossanitario que acompanha os animais, por ocasido da importagao,
devera estar assinado por médico veterinario oficial.

§ 42 O Certificado Zoossanitario devera estar visado pelo consulado brasileiro, exceto
guando houver dispensa desta exigéncia, expressa em acordo bilateral, estabelecido mediante
decreto presidencial.

Art. 2° Para cada importagao de suinos, é necessaria a autorizagao prévia do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento do Brasil. Paragrafo tnico. Os suinos importados poderéo ser
transportados somente pela rota indicada na referida autorizagdo de importagéo.

Art. 32 Os suinos destinados a exportagao para o Brasil serdo submetidos a duas
quarentenas: a primeira, no pais de origem; e a segunda, no Brasil, por ocasido do ingresso.

§ 12 A quarentena no pais de origem serd realizada sob supervisdo do Servigo Veterinario
Oficial, em local aprovado por este Servico e tera duragdo minima de 28 (vinte e oito) dias.

§ 2° A quarentena no destino sera realizada sob supervisdo do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, em local aprovado pelo mesmo e terd duragdo minima de 28 (vinte e oito)
dias. .

§ 32 O importador ficara como depositario dos suinos durante o periodo de quarentena no
Brasil, sujeitando-se aos termos do art. 1265 e seguintes do Cédigo Civil.

§ 4° Os animais serdo liberados da quarentena para a propriedade de destino somente apds
autorizagéo do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.

Art. 42 Os suinos destinados a exportagé@o para o Brasil serdo submetidos a testes de
diagnéstico, requeridos pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento do Brasil, durante a
quarentena na origem e no destino.

§ 12 No caso de algum animal resultar positivo para os testes de diagnéstico requeridos
durante a quarentena de origem, todo o lote quarentenado ficara impedido de ser exportado para o
Brasil.

§ 22 No caso de algum animal resultar positivo para os testes de diagnéstico requeridos
durante a quarentena de destino, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento atuara de
acordo com o estabelecido no Regulamento de Defesa Sanitaria Animal e legislagdo complementar.
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Art. 52 A colheita de material para realizagédo de testes de diagnostico, durante a quarentena
na origem, sera supervisionada pelo Servigo Veterinario Oficial do pais exportador e, no destino, pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Art. 62 Os testes de diagnéstico requeridos durante a quarentena na origem seréao realizados
em laboratério oficial ou credenciado pelo Servigo Veterinario Oficial do pais exportador e, no
destino, em laboratério oficial, credenciado ou autorizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento.

Art. 79, A certificagé@o de pais, zona ou estabelecimento livre de determinada doenga sera
realizada de acordo com o Codigo Zoossanitario Internacional do Escritério Internacional de
Epizootias (OIE) ou com critérios estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento.

Art. 82 Os meios de transporte utilizados para suinos deverao estar limpos, desinfetados com
produtos aprovados pelo Servigo Veterinario Oficial do pais exportador.

Art. 92 O modelo de Certificado Zoossanitario para Exportagcao para o Brasil de Suinos
Destinados a Reproducgéao ,consta como Anexo | da presente Instrugdo Normativa.

Art 10. As Normas para Aprovacao e Funcionamento de Quarentenario para Suinos no Brasil
constam como Anexo |l da presente Instrucao Normativa.

Art. 11. O Departamento de Defesa Animal do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, quando necessario, baixara instrugdes complementares a esta Instrugdo Normativa.

Art. 12. Esta Instrugdo Normativa entra em vigor na data de sua publicacéo.

LUIZ CARLOS DE OLIVEIRA
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ANEXO |

CERTIFICADO ZOOSSANITARIO PARA E‘XPORTAQAO PARA O BRASIL DE SUINOS
DESTINADOS A REPRODUGAO

| IDENTIFICACAO DOS SUINOS:
Numero do animal, raca, sexo e idade.
Il ORIGEM:

Nome e enderec¢o do estabelecimento de origem.
Nome e endereg¢o do exportador.

[l DESTINO:
Nome e endereco do estabelecimento de destino.
Nome e enderec¢o do importador.

IV INFORMAGCOES ZOOSSANITARIAS
O Veterinario Oficial do pais exportador certifica que os suinos identificados acima:

1. Originam-se de estabelecimento registrado no Servigco Veterinario Oficial do pais exportador, que
funciona sob responsabilidade de médico veterinario credenciado por este servigo.

2. Originam-se de pais livre de febre aftosa, doencga vesicular do suino, peste suina africana e peste
bovina, de acordo com o estabelecido no Codigo Zoossanitario Internacional do Escritério
Internacional de Epizootias (OIE).

*** No caso de febre aftosa, aceita-se também a certificacdo de Zona Livre, quando reconhecida pelo
OIE ou pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil.

3. Originam-se de uma zona ndo-infectada por peste suina classica, de acordo com o estabelecido no
Cédigo Zoossanitario Internacional do OIE e com reconhecimento do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento do Brasil.

4. Originam-se de estabelecimento livre de brucelose, tuberculose e doenga de Aujeszky, de acordo
com o estabelecido no Cddigo Zoossanitario Internacional do OIE e com reconhecimento do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil.

5.0riginam-se de estabelecimento onde ndo foi registrada a ocorréncia clinica de estomatite
vesicular, encefalomielite por enterovirus, gastroenterite transmissivel, influenza suina, coronavirus
respiratério, diarréia epidémica, rinite atrofica progressiva, pneumonia micoplasmica (Mycoplasma
hyopneumoniae), pleuropneumonia contagiosa suina (Actinobacillus pleuropneumoniae), disenteria
suina (Brachyspira hyodysenteriae) e sindrome respiratéria e reprodutiva dos suinos (PRRS), nos
ultimos 12 meses que antecederam o embarque.

*** Se 0 pais exportador for livre de alguma das doencas relacionadas nos itens 3, 4, 5, 6 ou possuir
zona livre para alguma das doengas relacionadas nos itens 4, 5 e 6, o0 mesmo devera obter o
reconhecimento do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento do Brasil para tal certificacéo.
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6. Foram isolados sob supervisdo oficial, em local aprovado pelo Servi¢go Veterinario Oficial do pais
exportador, por um periodo minimo de 28 (vinte e oito) dias. Nessa ocasido, todos os animais foram
submetidos a testes de diagndstico com resultados negativos para as seguintes doencgas:

6.1 Brucelose - BBAT, teste de ELISA ou teste de Fixagdo do Complemento;

6.2 Tuberculose - Prova intradérmica comparada com PPD bovina e aviaria, com leitura de 48 horas
apéds a inoculagéo;

6.3 Peste Suina Classica - ELISA
6.4 Doenga de Aujeszky - teste de virus neutralizag@o ou teste de ELISA;

6.5 Sindrome Respiratéria e Reprodutiva do Suino (PRRS) - dois testes de ELISA com intervalo
minimo de 21 dias;

6.6 Gastroenterite Transmissivel - teste de Virus Neutralizagdo ou teste de ELISA;
6.7 Encefalomielite por Enterovirus - teste de Virus Neutralizago;

6.8 Leptospirose - microaglutinagdo a 1:100 para L. pomona, L. hardjo, L.wolfi, L.
icterohaemorrhagiae, L. canicola, L. grippotyphosa, L. tarassovi, L. bratislava e L. ballum Ou

Os suinos foram submetidos a dois tratamentos com di-hidroestreptomicina (25 mg/kg de peso vivo),
intervalados de 14 (quatorze) dias dentro dos 28 (vinte e oito) dias que antecederam o embarque.

*** A condicéo de pais livre, zona livre ou de estabelecimento livre de determinada doenca, dispensa
a realizacdo do teste para a referida doenca durante a quarentena na origem. Neste caso, o pais
exportador devera obter o reconhecimento desta condi¢do junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento do Brasil.

7. Foram submetidos a tratamentos contra parasitas internos e externos, com produtos aprovados
pelo Servigo Veterinario Oficial do pais exportador, dentro dos ultimos 5 (cinco) dias que antecederam
0 embarque.

***Indicar o nome do produto e a data do tratamento.

8. Nao apresentaram nenhum sinal clinico de doengas transmissiveis por ocasido do embarque e
estavam livres de parasitas externos.

9. Foram transportados diretamente do estabelecimento de procedéncia ao local de embarque, em
veiculo limpo e desinfetado com produtos aprovados pelo Servico Veterinario Oficial do pais
exportador, sem manter contato com animais de condigbes sanitarias adversas.
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ANEXO 2 - Instrucao Normativa N® 54, de 17 de junho de 2002 do MAPA

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA

INSTRUGAO NORMATIVA Ne 54, DE 17 DE DEZEMBRO DE 2002

e SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da atribuicdo que lhe confere o art. 38, inciso IV, do
Regimento Interno da Secretaria, aprovado pela Portaria Ministerial n® 574, de 8 de dezembro de
1998, considerando o que consta do Processo n® 21000.008028/2001-54, resolve:

Art. 12 - Aprovar os requisitos zoossanitarios para importagdo de sémen suino, que consta do
Anexo e faz parte da presente Instrugao Normativa.
Paragrafo Unico. Esta Instrugdo Normativa nao se aplica aos Estados Partes do MERCOSUL.

Art. 22 - O Departamento de Defesa Animal, quando necessério, baixard normas
complementares a esta Instrugdo Normativa.

Art. 32 - Esta Instrugdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagéao.

LUIZ CARLOS DE OLIVEIRA

ANEXO

REQUISITOS ZOOSSANITARIOS DO BRASIL PARA IMPORTAGAO DE SEMEN SUINO DE
PAISES QUE NAO SEJAM PARTES DO MERCOSUL

|. CONDICOES GERAIS

1. As condicbes estabelecidas na presente Instrugcdo Normativa serdo requeridas para paises
reconhecidos pelo MAPA como livres de peste suina africana, doenga vesicular do suino, peste
bovina e de febre aftosa.

2. O sémen destinado a exportagdo para o Brasil deverd ser coletado em um Centro de Coleta e
Processamento de Sémen (CCPS) que:

2.1. esteja registrado junto ao Servigo Veterinario do pais exportador;

2.2. opere sob supervisdo do Servico Veterindrio Oficial do Pais exportador, que controle
periodicamente o estado de saude e o bem-estar dos animais, assim como os métodos utilizados
para a coleta, processamento e armazenamento do sémen, os registros efetuados e os controles
sanitarios realizados no CCPS;

2.3. possua equipe técnica, incluindo pelo menos um médico veterinario credenciado pelo Servigo
Veterinario Oficial do pais exportador;

2.4. possua somente animais relacionados a producao de sémen;

2.5. esteja isolado de estabelecimentos que criam ou que abatem suinos;

2.6. possua controle rigoroso de visitantes;

2.7. fornega roupa de protegéo e botas para os funcionérios que trabalham na coleta, processamento
e armazenamento do sémen;

2.8. possua instalacdes adequadas para alojar os doadores de sémen por ocasiao da coleta;
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2.9. possua instalagbes separadas para realizar a coleta, processamento e armazenamento do
sémen.

3. Toda importagado de sémen suino devera ser previamente autorizada pelo MAPA.

4. Toda importagéo de sémen suino devera vir acompanhada de Certificado Zoossanitario, conforme
especificado a seguir:

4.1. O certificado devera ser emitido na lingua oficial do pais exportador e em portugués;

4.2. O certificado devera ser assinado ou endossado pelo Servico Veterinario Oficial do pais
exportador;

4.3. O certificado deverda ser numerado e carimbado em cada pagina, com carimbo do Servico
Veterinario Oficial;

4.4. O modelo de certificado do pais exportador devera ser submetido previamente a aprovagao do
DDA/MAPA.

5. Toda colheita de material dos doadores para realizagdo dos exames laboratoriais requeridos pelo
MAPA devera ser supervisionada pelo veterinario oficial do pais exportador ou pelo veterinario
responsavel pelo centro de coleta.

6. Os exames laboratoriais requeridos pelo MAPA deverdo ser realizados somente em laboratério
aprovado pelo Servico Veterinério Oficial do pais exportador.

7. As palhetas ou ampolas de sémen deverao ser identificadas com o nimero de registro, raga do
doador, data de coleta e nome do CCPS.

Il. CERTIFICADO ZOOSSANITARIO

O certificado zoossanitario que acompanha as importagbes brasileiras devera estar de acordo com o
modelo recomendado no Coédigo Zoossanitario Internacional do OIE, acrescido das seguintes
informagdes sanitarias:

A - DO PAIS

1. Durante o periodo da coleta até o momento do embarque do sémen, o pais exportador encontrava-
se livre de peste suina africana, doenga vesicular do suino, peste bovina e de febre aftosa, de acordo
com as recomendacdes do Cédigo Zoossanitario Internacional do OIE.

B - DO CENTRO DE COLETA E PROCESSAMENTO DO SEMEN (CCPS)

2. O CCPS, onde o sémen exportado foi coletado,.

3. O CCPS, onde o sémen exportado foi coletado, esta localizado em uma zona livre de peste suina
classica, reconhecida pelo MAPA.

C- Dos doadores de Sémen

4. Os doadores permaneceram no pais exportador por um periodo minimo de 60 (sessenta) dias,
antes da colheita do sémen.

5. Os doadores originam-se de estabelecimento localizado em uma zona nao-infectada de peste
suina classica, de acordo com estabelecido no Cédigo Zoossanitario Internacional do OIE.

6. Os doadores originam-se de estabelecimento livre de brucelose, tuberculose e da doenga de
Aujeszky, de acordo com o estabelecido no Cédigo Zoossanitario Internacional do OIE.

7. Os doadores originam-se de estabelecimento onde a presenca de estomatite vesicular,
gastroenterite transmissivel (TGE) ou de encefalomielite por enterovirus néo foi registrada durante os
90 (noventa) dias que antecederam a coleta do sémen.
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8. Os doadores originam-se de estabelecimento livre de sindrome respiratéria e reprodutiva dos
suinos (PRRS).

9. Os doadores e os demais animais residentes no centro de coleta ndo apresentaram nenhum sinal
clinico de doenca transmissivel durante os 30 (trinta) dias anteriores a coleta, na ocasido da coleta e
durante os 30 (trinta) dias apds a coleta do sémen.

D - DOS TESTES DE DIAGNOSTICO

10. Os doadores foram submetidos a testes de diagnéstico com resultados negativos para as
seguintes doencas:

10.1. Brucelose - BBAT ou teste de ELISA ou teste de Fixagdo do Complemento, por ocasido do
ingresso no CCPS e a cada 6 (seis) meses enquanto residentes.

10.2. Doenga de Aujeszky - Virus Neutralizagdo ou ELISA, por ocasido do ingresso no CCPS e a
cada 6 (seis) meses enquanto residentes.

10.3. Sindrome respiratéria e reprodutiva dos suinos (PRRS) - teste de ELISA, no minimo 30 (trinta)
dias que antecederam a coleta do sémen e, novamente, 15 (quinze) a 60 (sessenta) dias apos a
coleta.

E - DO SEMEN

11. O sémen foi coletado, processado e armazenado de acordo com as recomendagbes do Cdadigo
Zoossanitario Internacional.

12. Na diluicdo do sémen, foram incluidas misturas de antibidticos (penicilina, estreptomicina e
polimixina), em concentragbes suficientes para prevenir a presengca de contaminagdo por agentes
bacterianos.

13. O sémen foi acondicionado em botijao limpo e desinfetado, que foi mantido por um periodo
minimo de 30 (trinta) dias antes do embarque, em local seguro e sob controle do veterinario
responsavel pelo centro de coleta.

Nota: A condicdo de pais livre para qualquer uma das doencas relacionadas no item D.10 dispensa a
necessidade da realizacdo de testes para a respectiva doenca. Nesse caso, o pais exportador devera
obter o reconhecimento junto ao MAPA para tal certificaco.

TRABALHO ENVIADO A REVISTA ARQUIVOS DO INSTITUTO BIOLOGICO

ANALISE DO RISCO DA OCORRENCIA DA SINDROME REPRODUTIVA E
RESPIRATORIA DOS SUINOS (PRRS) EM GRANJAS DE SUINOS TECNIFICADAS
DO ESTADO DE SAO PAULO. ESTUDO DO PERFIL DESCRITIVO DA SITUACAO
ATUAL
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi de analisar o risco da possivel ocorréncia de PRRS, nos
rebanhos de granjas tecnificadas de suinos do Estado de Sao Paulo nos anos 2005 a 2006.
Estudados a totalidade de 07 (sete) granjas de suinos, as quais importaram reprodutores
neste periodo ou que possuiam em seus plantéis reprodutores descendentes de
importados de paises endémicos para PRRS. A avaliacao consistiu na detecgcao da possivel
presenca de anticorpos para o virus da PRRS através de prova sorologica de ELISA, exame
de PCR para confirmar ou negativar os positivos ,pesquisa da presenca do virus da PRRS
pela analise por microscopia eletrénica do sémen dos machos reprodutores destas mesmas
granjas Foram realizadas 434 provas sorologicas por meio do teste de ELISA indireto para
PRRS em 228 animais, PCR das amostras positivas no ELISA INDIRETO e paralelamente
Microscopia eletrénica (Contrastacdo Negativa) em amostras de sémen de 53 suinos
reprodutores machos. Relativamente aos resultados de provas e testes de diagnéstico,
apenas 1 granja apresentou testes positivos para PRRS no ELISA indireto,.Quanto as
amostras de sémen submetidas & microscopia eletrénica todas as 53 amostras resultaram
como negativas para a PRRS. O resultado do teste sorolégico (ELISA-PRRS em suinos
reprodutores, revelaram freqiiéncia de ocorréncia da PRRS igual a 0,0%. Os resultados da
prova de PCR em amostras de tecidos de suinos positivos ao teste de ELISA, foram
negativos indicando auséncia de virus em animais soropositivos. A técnica de microscopia
eletrbnica usada neste trabalho pode se tornar um instrumento valioso para o
monitoramento do rebanho de suinos reprodutores importados ou material biolégico
importado(sémen) para a detecgao precoce da PRRS. A Vigilancia Epidemiolégica da
VIGIAGRO somada a sorologia e microscopia eletrénica mostrou-se suficiente para prevenir
o risco da ocorréncia da PRRS no Estado de Séo Paulo.
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Termos de Indexacao: risco, Sindrome reprodutiva e respiratéria dos suinos; suinos.
ABSTRACT

The aim The objective of the present work was to analyze the risk of the possible occurrence
of porcine respiratory and reproductive disease — PRRS - in the animals of most technical
farms of swine, in the State of Sdo Paulo from 2005 to 2006, the total of 07 (seven) swine
farms were studied which had imported reproducers in this period or that had descending
reproducers of imported breeding from countries where PRRS was endemic. The evaluation
consisted of the detection of possible presence of antibodies for the PRRS virus through
ELISA serologic test, PCR examination to confirm or to deny the positives, searches of PRRS
virus presence using electronic microscopy analysis of semen from the reproductive males
from these same farms. 434 type indirect ELISA serological tests for PRRS were done in 228
animals, PCR for Positive samples in INDIRECT ELISA and parallel electronic Microscopy
(Negative Contrasting) in semen samples of 53 male reproductive swines. One farm showed
positive tests for PRRS in indirect ELISA, being the positive animals had been put down and
samples of their tissues were submitted to PCR test showing a negative result. Related to the
semen samples all the 53 samples resulted as negative for the PRRS. The result of the
serologic test(ELISA-PRRS in reproductive swines, showed occurrence frequency PRRS
equals to 0.0%. The results of PCR test in swine tissue samples, which had been positive to
the ELISA test had been negative indicating absence of virus in serum positive animals. The
results for electronic semen microscopy in imported reproducers or their descendants from
endemic countries for PRSS had been negative. The results indicate the absence of viral
circulation in the studied farms. The electronic microscopy technique can become valuable for
monitoring imported reproductive swine or imported biological material (semen) for early
detection of the PRRS. The Epidemiologic Surveillance of VIGIAGRO along with the
serologic and electronic microscopy showed to be enough to prevent the risk of the PRRS
occurrence in the State of Sdo Paulo.

Key-words: risk, porcine respiratory and reproductive disease; swines

INTRODUCAO

Entre as inumeras doengas que acometem os suinos, a PRRS (Sindrome Respiratéria

Reprodutiva dos Suinos) é uma das mais temidas pelos criadores de suinos em face do
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comprometimento da produtividade, causando elevados prejuizos econdmicos a atividade
suinicola de um estado ou pais (Hill&Platt 1992). Caracteriza-se por alteracdes respiratdrias
(pneumonia) e reprodutivas em fémeas reprodutoras (abortamento, repeticdo de cio,
nascimento de fetos mumificados, natimortos, nascimento de leitdes debilitados e com
problemas respiratérios) causa alta mortalidade em leitdes (Wensvoort et al 1991). O Agente
etiologico € um virus RNA, pertencente a familia Arteriviridae e género Arterivirus (Beer
1999). (Figura 1) A doenca foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos em 1987 e

posteriormente no Canada e Europa em 1990 (Christianson 1992).

Frequentemente, o virus € introduzido em uma criacdo através de suinos infectados em
decorréncia da movimentacdo comercial desses animais entre as granjas e, na granja,
dissemina-se por contdgio direto. No Brasil, a PRRS ndo foi relatada ou descrita oficialmente
a despeito dos animais geneticamente melhorados terem sido oriundos da maioria dos paises
europeus onde a PRRS € endémica, com prevaléncia estimada da ordem de 50% em rebanhos

suinicolas (Osoério 2002).

Para fins de aperfeicoamento genético dos plantéis, suinocultores brasileiros t€ém realizado
importacdes de animais e/ou sémen de suinos oriundos de paises de intensa tecnologia
genética, como aqueles da América do Norte e da Europa. Esse procedimento comercial pode
acarretar problemas graves para a sanidade dos plantéis de suinos do Brasil que sdo indenes

para PRRS(Zimmerman 2006).

As perdas econdmicas da PRRS sdo decorrentes da elevada mortalidade, baixo
desempenho reprodutivo, agravamento da manifestagdo clinica de outras doengas
intercorrentes, elevados gastos financeiros com vacinas e medicamentos, diagnésticos
laboratoriais e monitorias sorolégicas. As perdas financeiras tém sido estimadas entre US$
250 a 300 por fémea do plantel reprodutor (Ciacci-Zanella et al 2004). Objetivou-se no
trabalho ,analisar o risco da ocorréncia da Sindrome Reprodutiva e Respiratéria dos Suinos
em granjas de suinos tecnificadas do Estado de Sdo Paulo que importaram reprodutores
(machos e fémeas) nos anos de 2005 e 2006 e em outras ,que possuiam em seus plantéis
animais descendentes de importados. A avaliacao de risco consistiu no diagnostico de
possivel presenca de PRRS , pela determinacéo da presenca de anticorpos para o virus da
PRRS através de prova sorolégica de ELISA e pesquisa da presenca do virus da PRRS pela

analise do sémen dos reprodutores através de microscopia eletrénica.
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MATERIAL E METODOS

Granjas amostradas: Foram estudadas 03 granjas tecnificadas de reproducio existentes no
Estado de Sdo Paulo no periodo entre 2005 e 2006, as quais apresentavam risco para a PRRS
identificadas por G1, G2 e G3, constituidas por reprodutores rotineiramente submetidas a
monitoria sorolégica para PRRS, com as seguintes caracteristicas:

Granja G1*: Plantel de 570 matrizes e 6 reprodutores, repde seu rebanho com reprodutores
filhos e descendentes de importados e no periodo estudado adquiriu 22 reprodutores
considerados como risco de terem sido expostos ao virus da PRRS pelo fato dos ascendentes
terem sido oriundos de paises endémicos para esta doenca..

Granja G2*: Plantel 600 matrizes e 6 reprodutores, importadora de suinos e que adquiriu 145
animais do Canada em 2005.

Granja G3*: Plantel de 1.800 matrizes e 12 reprodutores, adquiriu 61 reprodutores com risco
de terem sido expostos ao virus da PRRS por seus ascendentes terem sido oriundos de paises
endémicos para esta doenca.

*Granja GRSC (Granja Reprodutora de Suinos Certificada)

O nuimero de animais amostrados em sorologia encontra-se na Tabela 1 e o nimero de

reprodutores machos, amostrados em colheita de sémen, encontra-se na Tabela 2

Granjas com centrais de inseminacao artificial com reprodutores para exame de sémen

Examinadas (07) sete Granjas com Centrais de Inseminagdo Artificial (CIA) localizados no
Estado de Sao Paulo, que alojavam suinos reprodutores filhos ou descendentes de animais
importados que poderiam ter apresentado risco de exposicdo a PRRS. (incluindo as centrais
das Granjas G1;G2;G3, ja mencionadas). Foram identificadas por G4; G5; G6; G7 (todas

pertencentes a categoria GRSC) e com as seguintes caracteristicas:
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G4: Plantel de 1.000 matrizes e 16 reprodutores sendo apenas 2 (dois) descendentes de
animais importados;

G5(CIA): Plantel de 32 reprodutores.

G6(CIA): Plantel de 15 reprodutores.

G7(CIA): Plantel de 28 reprodutores.

Reprodutores recém adquiridos foram mantidos em quarentena na prépria granja e para a

colheita de amostras de sémen foram selecionados reprodutores ao acaso.

Amostragem de matrizes: Das 3 (trés) granjas de reprodutoras foram examinadas amostras
de 228 animais, tamanho estatisticamente significante, estabelecido por critérios de
amostragem segundo Thrusfield (1986) para deteccdo de pelo menos 1 caso de doenga exdtica

para 95% de confianga e reprodutoras selecionadas ao acaso.

Amostragem de Reprodutores: Das 7 (sete) Centrais de Inseminacdo Artificial foram
examinadas amostras de 53 reprodutores, estatisticamente significante, tamanho estabelecido

por critérios de amostragem segundo Thrusfield (1986).

Amostras de sangue: foram colhidas 434 amostras de sangue (9ml) por pun¢do na veia cava
cranial direita do animal, segundo Moreno et al., (1997), centrifugadas a 3.000 rpm durante 5
minutos, os soros sanguineo (2ml), obtidos acondicionados em caixas isotérmicas sob
refrigeragdo a temperatura de 2 a 5°C, foram enviados para os laboratérios CEPPA-SP e
CEDISA-SC. Na 1? granja foi realizada uma tnica colheita de 22 animais. Na 2* granja foram
realizadas 4 colheitas de sangue sendo 2 colheitas de 70 animais e 2 colheitas de 75 animais.

Na 3% granja foram realizadas 2 colheitas de 61 animais.

Amostras de sémen: Foram colhidas 53 amostras de sémen durante os procedimentos de
rotina de obtencdo de sémen, observando as normas de manejo da Central de Inseminagao

segundo metodologia preconizada por Corréa et al. (2001).

As colheitas foram realizadas em horas mais frescas do dia; respeitando-se fisiologicamente

um intervalo entre colheitas dos machos.
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Procedimentos: Coleta de s€émen pelo método da mao enluvada, em sala de colheita, limpa e
isolada das baias normais, evitando-se assim contaminagdes. O sémen foi envasado, em
bisnagas plasticas de 100ml, e colocadas diretamente em geladeira equipada com termostato,
com temperatura mantida entre 15 a 18 ° C.

As amostras de s€émen dos 53 reprodutores foram acondicionadas em frascos apropriados.
(bisnagas plasticas com capacidade para 100 ML) e enviados em caixa de isopor ao Instituto
Bioldgico para realizagdo da prova de triagem por microscopia eletronica de transmissao.
Dados referentes as varidveis selecionadas para o estudo estdo reunidos na Tabela 1.

O numero de amostras de soros de matrizes e de s€men nas amostras esta reunido na Tabela 2.

AMOSTRAS DE TECIDOS: Foram colhidas amostras de tecido de amidalas, pulmdes e
linfonodos mediastinicos dos animais positivos (2) pelo teste de ELISA. As amostras de
tecido (cerca de 10 gramas) foram congeladas em nitrogénio liquido e conservadas em gelo
seco. Foram colhidas 3 fragmentos, em duplicata, de cada 6rgdo dos 2 animais soropositivos.
Uma parte da amostra foi colocada em tubos contendo Trizol® (GibcoBRL) e a outra foi
enviada ao laboratério congelada, embalada em sacos plésticos tipo ziploc e enviada em gelo
seco. As amostras foram imediatamente enviadas ao laboratdrio para a realizacao do teste de

RT-PCR para fins de averiguacdo dos 2 animais soropositivos para PRRS.

SOROLOGIA: para deteccdo de anticorpos anti-virus da PRRS foi realizada a técnica de
ELISA INDIRETO: utilizando-se o kit importado da empresa IDEXX® Laboratories ELISA
HerdCheck para anticorpos para o virus de PRRS., calculando os resultados e interpretando-

os baseados na sensibilidade, especificidade e valor preditivo do teste.

ELISA INDIRETO: Teste imunoenzimatico, que utiliza anti-anticorpos marcados com uma
enzima para detectar anticorpos no soro teste.

Para o kit de ELISA PRRS, a nota de corte, ou seja, um ponto a partir do qual se distinguem
os resultados positivos dos negativos € 0.4 e, portanto, soros com valores da razao maior que
0,400 € positivo e igual ou abaixo de 0.399 € negativo.(Sayd 2006)

PCR das Amostras Positivas no teste ELISA INDIRETO:
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O RT-PCR: o RNA viral total foi preparado de amostras de animais soropositivos no teste
de ELISA para PRRSV (fragmentos de 6rgaos). O RNA foi isolado das amostras sropositivas
para anticorpos de PRRS usando o reagente Trizol® (GibcoBRL). O RNA dos 6rgdos dos
suinos (pulmao, tonsilas, linfonodos,) mantidos previamente congelados a

- 80°C (negativos) foi isolado usando métodos da extracdo de Chomczynski & Sacchi (1987)
usando-se o thiocyanate do guanidine (Promega). A reacdo da transcriptase reversa ¢ o PCR
foram realizados como descritos por ALLENDE et al (2000). O RNA positivo do controle
usado nestes testes era RNA extraido de PRRSV cultivado nas pilhas MARC-145 (Ciacci-
Zanella et al 2004)

As reagdes de transcriptase reversa (RT) e de PCR utilizaram primers para a regido da ORF7
(Christopher-Hennings 1995), que codifica uma proteina de nucleocapsideo viral conservada
em diferentes isolados do PRRSV.

A reacdo da PCR foi realizada segundo protocolo descrito por Kim et al. (2001), em ciclos de
temperatura de desnaturacdo (95°C), de anelamento (65°C) e de extensdo (72°C), por um
minuto cada, com o prolongamento, por 10 minutos, da temperatura de extensdao no ultimo
ciclo. A reacdo externa teve 35 ciclos; a interna, 30. Tanto a reagcdo externa quanto a interna
foram realizadas nas mesmas condic¢des. O produto da amplificag@o foi visualizado em gel de
agarose a 2% sob luz ultravioleta. Os primeiros para a RT-PCR foram tais como os constante
no Quadro 2.

Todas as amostras de RNA de amostras de tecidos suinos soropositivas, pelo teste de ELISA,

foram testados individualmente. Todas as amostras resultaram negativas.

ANALISE DO SEMEN POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO:
No laboratério de microscopia eletronica do Instituto Biologico as amostras foram

processadas pela técnica de contrastacao negativa.

Técnica de Contrastacdo Negativa: Esta técnica foi realizada segundo a metodologia
descrita por Brenner & Horne (1959), Almeida (1980), Hayat & Miller (1990), Madeley
(1997). O sémen diluido a 1:10. ( gotas de sémen)suspenso em tampao fosfato 0,1M , pH 7,0,
foi colocado em contato com grades metélicas de cobre, previamente cobertas com filme de
colédio e carbono, drenadas com papel filtro e contrastadas negativamente com molibdato de

amonio a 2%, pH 5,0. e finalmente analisadas ao microscopio de transmissdo.Se as amostras
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resultassem em suspeitas ou positivas, seriam processadas por imunomicroscopia e
imunocitoquimica por imunomarcagdo com ouro coloidal.Pelo método da imunomarcagao
com ouro € possivel detectar e identificar antigenos, localizar nas células infectadas estruturas
induzidas por virus, sorotipar cepas virais (Kjeldsberg,1986) Usamos em nosso trabalho para

andlise da amostras de s€men de suinos, um microscépio eletronico da marca Philips EM-208.

ANALISE ESTATISTICA: Estatistica Descritiva representada pelo célculo da proporcao de
reagentes com corre¢do para a sensibilidade e especificidade da prova soroldgica Thrusfield
(1986), Martin et al (1987). e teste de uma propor¢do com aproximac¢do normal segundo
Vieira (1980).

RESULTADOS

Resultado de sorologia: Foram considerados positivos todos os soros que apresentaram
relacdao S/P igual ou superior a 0,04 como estabelecido para o kit de ELISA PRRS, o ponto de
corte € 0.4.

As amostras de soros oriundos das Granjas Gl e G2 apresentaram - se sem
dificuldades de discriminag¢do entre resultados positivos e negativos, porém a granja G3,
apresentou 2 amostras soropositivas (1° teste, realizado em laboratdrio particular). A decisdao
de repetir o teste nos mesmos animais em laboratério oficial resultou em 2 soropositivos .Os
resultados do diagndstico soroldgico por ELISA encontram-se resumidos nas Tabelas 3 e 4,
sendo que e na Tabela 3 foram considerados para o calculo do total, os resultados observados
nos 2 testes da granja G3. Considerando tdo somente os resultados positivos observados na
granja G3, foi realizada correcdo do valor das freqiiéncias para a prova de ELISA utilizada
que apresentou Sensibilidade e Especificidades iguais, respectivamente a 98% e 96% e esses
valores corrigidos estdo reunidos na Tabela 4.

Resultado da prova de PCR: Todas as amostras de tecidos (amidalas, pulmdes e linfonodos
mediastinicos) dos suinos que foram positivos a prova de Elisa apresentaram resultados

negativos ao PCR.
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Resultados de exames de sémen

Todas as 53 amostras de sémen colhidas nas diversas granjas, apresentaram
resultados negativos a microscopia eletronica de contrastacao negativa (Tabela 5).
DISCUSSAO
Algumas empresas do Brasil importam suinos reprodutores e comercializam seus
descendentes para granjas localizadas em estados de maior produgdo suina para fins de
melhoramento do material genético brasileiro. Paises exportadores sdo, na sua maioria, da
América do Norte e Europa, que apresentam alta endemicidade para PRRS (Hill & Plat 1992,
Wensvoort 1991 E Christianson 1992) e o Brasil € indene para esta doenga (Osorio 2002). A
despeito do Brasil adotar rigorosas medidas de Vigilancia Epidemioldgica para prevenir o
ingresso de doencas exodticas em nosso territorio, andlise do risco se faz necessdria para
monitorar a situacdo de livre da doenga. Este mesmo principio norteou a realiza¢io da andlise
do risco da ocorréncia da PRRS em granjas tecnificadas de suinos e em centrais de
inseminacao artificial do Estado de Sao Paulo que importaram reprodutores de ambos os
sexos no ano de 2005 e naquelas que adquiriram filhos ou descendentes de importados em
2005 e 2006. Este estudo foi conduzido com base em 3 procedimentos laboratoriais
representados pelo diagnéstico laboratorial indireto pela prova de ELISA-PRRS, prova de
PCR em fragmentos de tecidos e Microscopia Eletronica em amostras de sémen. Pela
observacao dos resultados de sorologia reunidos na Tabela 3, poderia - se inferir que a PRRS
se encontrasse presente na granja G3, comprovada por 2 repeticdes com freqii€ncias de
positivos iguais a 0,9%.Este valor encontrado € igual ao observado por Ciacci-Zanella et al
(2004) que foi de 0,9% (positivos e suspeitos),indicando ser improvdvel a presenca do virus

da PRRS em face das caracteristicas epidemioldgicas da doenca.

Nesta pesquisa, aprofundou-se na avaliacdo destas freqiiéncias percentuais obtidas
introduzindo a correcdo para a prevaléncia (Thrusfield, 1986, Martin Et Al 1987) para as
sensibilidades e especificidades da prova de ELISA empregada. Assim, os valores corrigidos
reunidos na Tabela 4 revelam, para a granja G3, que os verdadeiros valores das estimativas do

rebanho considerando separadamente as duas repeti¢des, foi igual a 0,0%.

Pela aplicagdo de uma prova soroldgica que apresenta sensibilidade de 98% e especificidade

de 96% ¢ esperado encontrar-se 4% de falsos positivos. O valor encontrado na 2* repeticdao
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deste experimento (1,6%) que € estatisticamente inferior ao valor esperado de 4%. Pode-se,
inferir que a PRRS estd ausente nos rebanhos estudados para o nivel de rejeicao estabelecido
de 5%. Esta observacdo estatistica encontra amparo nos conhecimentos da Epidemiologia da
doenca que revela que o virus apresenta alta infectividade e imunogenicidade que se
refletiriam em termos de elevada prevaléncia de animais reagentes em auséncia de sintomas
em se tratando de virus de alta patogenicidade ou elevadas freqiiéncias de reagentes e de
doentes em se tratando de virus de alta patogenicidade (Torremorell 2004).

Estimadas as prevaléncias corrigidas das 3 granjas estudadas e considerando as 3 situagdes em
fun¢do das duas repeti¢des realizadas na granja G3, como apresentadas nas Tabelas 3 e 4 ¢
licito inferir que a PRRS encontra-se ausente nas granjas tecnificadas monitoradas/
Finalmente, em relacdo a sorologia empregando a prova de ELISA, pode-se inferir que nao é
recomendavel para o diagnodstico soroldgico individual, mas recomenddvel como prova de
triagem e de aplicagdo em populagdes animais requerendo cautela em sua aplicacdo e
interpretacdo. Poder-se-ia eventualmente aventar a hip6tese do Servico Oficial interpretar os
resultados globais a cada momento e nao interferir quando de ocorréncia de situagdes de
conflito quando um Médico Veterindrio Responsdvel se depara com resultados de
interpretacdo que exige conhecimento de Epidemiologia e de Validacdo de Métodos de
Diagnéstico.

Os resultados negativos pela prova de PCR comprovam a auséncia do PRRSV, nas amostras
soropositivas no teste ELISA indireto.

A técnica de contrastacdo negativa para microscopia eletronica de transmissdo usada neste
trabalho (microscopia do sémen de suino) visando a deteccdo da morfologia viral, ¢ um dos
métodos mais usuais para o diagndstico de viroses, quando o nimero de particulas viricas em
uma amostra é muito baixo, (Almeida 1987, Doane & Anderson 1987, Miller 1988) .Os
resultados negativos pela prova microscopia eletronica de s€men dos reprodutores suinos, nao
somente confirmam a auséncia de atividade viral em rebanhos de suinos de granjas
tecnificadas monitoradas,mas comprova ser um método de diagnostico (triagem) eficaz para

detectar a presenca de virus,quando estiverem presentes, em materiais como o sémen.
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CONCLUSOES

A prova de Elisa indica ndo ser recomendada para o diagndstico individual da PRRS. Este
resultado revela também que a Vigilancia Epidemiolégica da VIGIAGRO tem sido suficiente
para prevenir a entrada do virus da PRRS em nosso territorio. A vigilancia periédica da PRRS
indica ser um instrumento valioso, para o monitoramento do rebanho de suinos reprodutores
importados, para a detec¢do precoce da doenga caso seja introduzida O uso da microscopia
eletronica na andlise do s€émen de reprodutores importados de paises endémicos para PRSS
pode ser um instrumento muito util para a verificagao da presenga de virus (virus da PRRS)
nesse tipo de material. Os resultados negativos obtidos neste experimento frente aos testes de
PCR e microscopia eletronica obtidos neste experimento confirmaram que a corre¢do da
prevaléncia é um procedimento epidemioldgico indicado para a interpretacdo final de
vigilancia de doengas em populagdes. A andlise do risco da ocorréncia da PRRS no estado de
Sa@o Paulo realizada neste estudo por iniciativa ndo governamental, poderd servir como um
exemplo aos 6rgdos de defesa agropecudria, objetivando como finalidade de realizarem testes
laboratoriais de diagndstico periodicamente para a comprovagdo do status de livre da presenca
do PRRVS.
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Abreviaturas e Siglas

MAPA = Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento

SDA = Servi¢o de Defesa Agropecudria

OIE = Escritério Internacional de Epizootias(Organizacdo Mundial de Saide Animal)

CCPS= Centro de Coleta e Processamento de Sémen

SAA = Secretaria da Agricultura e Abastecimento

GRSC = Granja de Reprodutores Suideos Certificada

PCR = Reagdo em Cadeia de Polimerase

ELISA = Enzime Linked Imuno Sorbent Assay

PRRSV = Virus da Sindrome Reprodutiva e Respiratéria dos Suinos

IN = Instru¢do Normativa

RPM = rotac¢des por minuto

CIA = Central de Inseminacao Artificial

CIAs = Centrais de Inseminagao Artificial

VIGIAGRO= Servico de Gestdo da Vigilancia Agropecudria. - Transito Internacional de

Animais e de Produtos Agropecudrios
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Tabela 1 — Freqiiéncias segundo a varidvel e ano. Sdo Paulo, 2007.

Variavel ANO Total
2005 2006

N° granjas importadoras 01 - 01
N° granjas c/ filhos ou descendentes de importados 01 06 07
N° animais examinados 145 83 228
N° amostras examinadas 290 144 434
N° animais importados 145 - 145
N° granjas importadoras 01 - 01

Tabela 2 — N° de amostras de soro e de sémen segundo a granja ou Central de Inseminagfo. Sdo Paulo, 2007.

N° animais
Identificacao amostrados | N° amostras sémen N° amostras soro
sorologia
Granja
G1 22 2 22
G2* 145%* 16 290
G3 61 8 122
G4 - 2
G5 - 6
Granja-CIA
G6 - 15
G7 - 4
7 228 53 434

* 2 importagdes

*% 2 sorologias
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Tabela 3 — Resultados de sorologia para PRRS em reprodutoras suinas importadas e filhos ou descendentes de

importados segundo a granja e nimero de animais examinados. Sdo Paulo, 2007.

Resultado
N° de animais
Granja Colheita sangue Positivo Suspeito Pos. + Susp
na amostra
Freq. % Freq. % Freq. %
G1 Unica 0 0,0 0 0,0 0 0,0
G2 2 importacdes 0 0,0 0 0,0 0 0,0
1°repeti¢do 1 1,6 1 1,6 2 3,3
G3*
2% repeticdo 2 3,3 0 0,0 2 3,3
Total** 4 2 0.9 1 0,4 2 0,9

* granja submetida a 2 testes sucessivos em razdo do 1° resultado

** foram considerados os resultados da segunda repeti¢do da G3

Tabela 4 — Resultados de freqiiéncias corrigidas (THRUSFIELD, 1986) de positivos a sorologia para a

Sensibilidade (98%) e Especificidade (96"%) do teste de ELISA para granja G3 e nimero de animais

examinados. Sao Paulo, 2007.

Resultado Positivo
N° de animais
Granja Colheita sangue Y% %0
na amostra Freq.
Observada Corrigida
G1 Unica 22 0 0,0 -
G2 2 importagdes 145 0 0,0 -
1* repeticao 61 1 1,6 0,0
G3
2% repeticao 61 2 3,3 0,0
Total 4 228 2 0,9 0.0

Tabela S - Resultados de Microscopia eletronica (Contrastacdo Negativa) para o virus da PRRS em sémen de

suinos doadores descendentes de animais importados, segundo a granja e nimero de amostras examinadas. Sdo

Paulo, 2007.
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GRANJA N° de amostras de sémen examinadas % de amostras positivas
PRRSYV nas diversas Granjas
Gl 2 0%
G2 16 0%
G3 ] 0%
G4 2 0%
G5 6 0%
G6 15 0%
G7 4 0%
TOTAL 33 0%

Quadro 2 - Seqiiéncia de “primers” descritos para detec¢do de Virus da PRRS

Adaptado de Gilbert et al. 1997,Sao Paulo 2007.

Tipos de Primers -

Posicao no Genoma

Seqiiéncias - virus PRRS

EU (Amostra americana) 8628-8645

CTCCTGTATGAACTTGC

ED (Amostra Européia)

8863-8882

CAGCTCAAGTTCGAGGACCT
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