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ABSTRACT.- Gouveia AM.G., Gomez M.C. & Reis R. 1982. [Reproductive failure and survey
of hemagglutination inhibiting antibodies to porcine parvovirus in Minas Gerais State, Brazil .]
Alteragdes reprodutivas e prevaléncia de anticorpos inibidores da hemoaglutinagao para o parvo-
virus suino no Estado de Minas Gerais. Pesquisa Veterindria Brasileira 4(1):17-22. Depto Med.
Vet. Preventiva, Univ. Fed. Minas Gerais, Cx. Postal 567, Belo Horizonte, MG 30000, Brazil.

Porcine parvovirus (PPV) is widely described throughout the world as an important agent
in reproductive failure in pigs. The prevalence of antibodies to PPV was investigated in sera
collected in nine herds from four counties of Minas Gerais State, Brazil. Out of 608 sera tested
by the hemagglutination inhibition (HI) tecninique conducted in microtiter system, 336 (55,3%)
had antibodies to PPV in dilutions greater than 1:80 suggesting that the virus is widespread in
the swine population considered. The antibody levels were heterogenous in each herd, indicat-
ing an infection in evolution.

INDEX TERMS: Parvovirus, swine, porcine, parvoviridae.

SINOPSE.- O parvovirus suino (PVS) é amplamente descrito
no mundo como agente importante na ocorréncia de proble-
mas reprodutivos em suinos. A prevaléncia de anticorpos ini-
bidores da hemoaglutinagdo para o PVS foi estudada em soros
colhidos em nove rebanhos provenientes de quatro municipios
do Estado de Minas Gerais, Brasil. Dos 608 soros testados atra-
vés da prova de inibi¢do da hemoaglutina¢do conduzida em sis-
tema de microtitulo, 336 (55,3%) apresentaram anticorpos
para o PVS em dilui¢Ges superiores a 1:80 sugerindo ampla dis-
semina¢do do virus na popula¢do suina estudada. O perfil so-
rolégico dos animais testados revelou niveis heterogéneos de
anticorpos em cada plantel sugerindo infec¢do em evolugdo.

TERMOS DE lNDEXAC/XO: Parvov;'rus, suino, parvoviridae.

INTRODUCAO

A ocorréncia de falhas reprodutivas em rebanhos suinos co-
merciais € freqiiente e suas causas podem ser, dentre outras, de
natureza infecciosa, nutricional, genética, toxica ou de manejo.
Entretanto, com o crescente desenvolvimento da suinocultura
industrial, os fatores ndo infecciosos tém sido menos freqiien-
tes, observando-se papel cada vez mais relevante dos agentes
infecciosos na ocorréncia de alteragdes reprodutivas tais como

T Aceito para publica¢do em 16 de sctembro de 1983.

Baseado na tese apresentada por A.M.G. Gouveia como requisito
parcial para o grau de Mestre em Medicina Veterindria na Escola de Ve-
terinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG,
em abril de 1982. v

2 Depto Med. Vet. Preventiva, Escola de Veterindria, Universidade
Federal de Minas Gerais, Cx. Postal 567, Belo Horizonte, MG 30000.

mumificag@o fetal, natimortalidade, abortos, retorno ao estro
e morte embriondria.

A partir dos primeiros isolamentos feitos em sufnos aborta-
dos ou natimortos na Inglaterra (Cartwright & Huck 1967),
inimeros trabalhos tém sido dedicados ao estudo da patogeni-
cidade do parvovirus (PVS) na incidéncia dos problemas re-
produtivos em suinos.

Numerosos levantamentos soroldgicos baseados no teste de
inibi¢do da hemoaglutinag¢do (HI) demonstram a ampla difusdo
do PVS no mundo. Percentagens elevadas de soros sufnos oriun-
dos de abatedouros, de rebanhos com problemas reprodutivos
e de rebanhos aparentemente normais, possuem anticorpos
para o PVS (Vannier et al. 1976).

O PVS foi isolado em diversos pafses e, na maior parte das
vezes, a partir de levantamentos realizados em dreas de alta
prevaléncia de problemas reprodutivos. Sabe-se que o virus
uma vez introduzido em plantéis soro-negativos, dissemina ra-
pidamente envolvendo 100% dos suinos em poucos meses, sen-
do esta difusdo facilitada pela existéncia dentro da populag@o
suina de uma grande heterogeneidade de niveis de anticorpos
circulantes (Vannier et al. 1976). O conhecimento das taxas
de anticorpos e a andlise individual e de rebanho possibilitam
o conhecimento da disseminagdo e do poder patogénico do
PVS no plantel e conseqiientemente, a adogdo de medidas de
controle adequadas a cada caso.

O teste de HI constitui-se no método de elei¢do para eviden-
ciar anticorpos anti-PVS apresentando resultados similares ao
teste de soro-neutralizacdo (Joo et al. 1976).

A revisdo bibliogrifica revelou que o PVS foi descrito em
quase todos os pafses, excetuando-se os da América Latina.
A ocorréncia relativamente freqiiente de falhas reprodutivas
sem causa definida motivou a realizagdo deste trabalho que

Pesq. Vet. Bras. 4(1):17-22. 1984



18

Aurora M.G. Gouveia et al.

objetivou determinar a prevaléncia de anticorpos para o PVS
em soros de suinos no Estado de Minas Gerais e a possivel
associagdo entre titulo de anticorpos para o PVS e a ocorrén-
cia de problemas reprodutivos em fémeas. ‘

MATERIAL E METODOS

Origem dos soros

Suinos provenientes de nove propriedades situadas em quatro munici-
pios do Estado de Minas Gerais, regularmente vacinados contra a peste
sufna cldssica, erisipelose e leptospirose, foram divididos em seis grupos:
A, B, C, D, E e F; os grupos A a E representavam granjas diferentes e o
grupo F compreendia soros de animais de quatro propriedades que, por
ndo constituirem nimero representativo das granjas ou por ndo terem
historico da vida reprodutiva, foram agrupadas para efeito descritivo.

Para o levantamento soroldgico foram testados 608 suinos indepen-
dentemente de raca, sexo ou idade.

Para o estudo clinico-soroldgico foram testados 342 animais com-

preendendo 50 leitdes (1 a 150 dias de idade), 163 fémeas e 129
machos.:

Inquérito de opinido

Apbs prévia notificagio do proprietdrio foi aplicado um inquérito
que buscou as seguintes informagdes:

a) local e identificacdo da propriedade;

b) populagdo animal;

¢) ocorréncia de alteragdes reprodutivas em porcas (tamanho da lei-
tegada, mumificagio fetal, natimortos e retorno ao estro);

d) manejo sanitario dos animais.

Tratamento dos soros

Os soros testados foram inativados pelo calor a 56°C por 30 minutos
e adsorvidos a temperatura ambiente (25°C) por 30 minutos com sus-
pensdo de eritrocitos de cobaio a 50% em solugdo salina fosfatada 0.15
M (PBS) pH 7,2 e suspensdo de caolim a 25% em solugdo salina borato
(pH 9,0) nas proporgdes de 1:1:0,5 respectivamente para remog¢do de
auto-hemoaglutininas e inibidores inespecificos da aglutinagdo (Joo et
al. 1976, Mengeling 1972). Os adsorventes foram removidos por centri-
fugagdo a 1000 g por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes estocados a
—80°C até o momento do exame. Os soros originais foram considerados
como tendo sido diluidos a 1:2,5 durante o tratamento.

Cultivos celulares

Culturas primarias de células renais de feto suino foram obtidas por
extragdo com tripsina a 0,25% em solugdo salina fosfatada pH 7,8 e
cultivadas em meio minimo essencial (MEM)3 suplementado com 10%
de soro bovino inativado e antibidticos (200 UI de penicilina G potas-
sica, 200 ug de sulfato de estreptomicina e 5 Ug de anfotericina-B
por ml).

Virus

A décima passagem da amostra NADL-2 do parvovirus suino? em
cultivos primdrios de rim de feto sufno com titulo hemoaglutinante de
1:256 foi utilizada como antigeno para a prova soroldgica. O titulo das
hemoaglutininas virais foi determinado através da prova de hemoagluti-
nagdo (HA) em sistema de microtitulo, que consiste basicamente na
adi¢do de 0,05 ml de eritrocitos de cobaio a 1% a igual volume de cada
uma das diluicdes duplas de virus, em microplacas com fundo em “V”,
" utilizando-se microdiluidores e micropipetas de 0,05 ml de capaci-
dadeS. Controles apropriados de virus e de eritrocitos foram mantidos

3 Grand Island Biological Co., Grand Island, New York, USA.
4 Gentilmente cedido pela Universidade da Califérnia, Davis, USA.
5 LIMBRO Chemical Co., New Haven, Connecticut, USA.
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nas mesmas condigdes. Ap6s um perfodo médio de 2 horas a 4°C, as
placas foram examinadas sendo o titulo hemoaglutinante expresso
como a recfproca da maior diluigdo de virus que causou hemoaglutina-
¢@o completa, a qual corresponde a 1 UHA.

Prova sorolégica

A presenca de anticorpos inibidores da hemoaglutinagdo para o PVS
foi determinada através da técnica de HI em sistema de microtitulo.
Utilizando-se microdiluidores de 0,025 ml de capacidadeS foram feitas
dilui¢Ges duplas dos soros previamente tratados, em placas de micro-
tftulo com fundo em “V”5. A cada dilui¢do foram adicionados 0,025
ml contendo 4 UHA de virus. As placas foram mantidas a 4°C por
60 minutos para permitir a reagcdo antigeno-anticorpo e a seguir foram
adicionados a cada mistura soro-virus 0,05 ml de eritrdcitos de cobaio
a 1%. Controles apropriados de soro positivo? e negativo, virus e eritro-
citos foram mantidos nas mesmas condic¢Ges. As placas foram examina-
das apds um periodo médio de 2 horas a 4°C sendo o titulo inibidor da
hemoaglutinagdo expresso como a reciproca da maior dilui¢io de soro
que inibiu completamente a aglutinagio. ’

Diluente

Em todas as provas foi utilizada como diluente solugdo salina fosfa-
tada 0,15 M (pH 7,2) suplementada com 0,4% de soroalbumina bo-
vina$.

- Procedimentos estatisticos

O tamanho da amostra foi estimado por amostragem aleatdria sim-
ples. Os dados quantitativos foram comparados pelo teste ‘“‘t” de
Student e as tabelas de contingéncia analisadas pelo teste de X2 para
a avaliacdo da dispersdo de freqiiéncias absolutas (psrcentual de distri-
buigdo) (Zuwaylif 1970).

RESULTADOS

Levantamento sorologico

Nas 608 amostras testadas, 336 (55,3%) foram sorologica-
mente positivas para o PVS (Quadro 1). ‘

Analisando individualmente as propriedades estudadas veri-
ficou-se que a prevaléncia de animais positivos em cada uma
delas foi semelhante a geral, exceto nas granjas D, onde houve

Quadro 1. Prevaléncia de anticorpos inibidores da hemo-
aglutinacdo para o parvovirus suino no Estado
de Minas Gerais

Titulo® N© de soros %
0—40 272 44,7
80 — 10.240® 336 553
Total 608 100,0

@ Reciproca da maior diluigdo de soro que inibiu completamente
a hemoaglutinacio frente a 4 UHA de PVS.

(b) Foram considerados positivos soros com titulo igual ou supe-
rior a 80.

6 SIGMA Chemical Co., St.'Louis, Missouri, USA.
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Quadro 2. Prevaléncia de anticorpos inibidores da hemoa- Quadro 4. Ocorréncia de alteracbes reprodutivas em porcas
glutinagdo para o parvovirus suino em proprie- com diferentes niveis de anticorpos inibidores da
dades amostradas no Estado de Minas Gerais ~ hemoaglutinagdo para o PVS no Estado de Minas
Gerais
Animais Resultados positivos® — —
Propriedade . Animais Titulo®  NOdeanimaiscom ¢
examinados NO % examinados alteragdo
A 126 78 61,9 53 0-40 14 264
B 165 88 53,3 110 80 —10.240 50 455
C 79 44 55,7 -
D 48 39 81,3 @ vige Quadro 1.
E 91 49 538
F 99 38 384 cativa (p <0,05) no nimero médio de leitdes nascidos vivos

por leitegada e decréscimo significativo (p <0,05) da percen-

@) tagem de leitdes nascidos mortos (Quadro 6).
Titulo igual ou superior a 80. .

maior percentual de soros positivos, e na granja F, onde o per- DISCUSSAO E CONCLUSOES

centual foi ligeiramente inferior (Quadro 2). Em qualquer regido ou pafs onde ndo tenha sido assinalada a

presenca de determinado agente infeccioso, a pesquisa de

anticorpos para este agente através de levantamento soroldgi-
Verificou-se dentro da populagdo suina examinada, grande  co representa a primeira etapa para a investigagdo inicial de

heterogeneidade de niveis de anticorpos inibidores da hemo-  sua presenga e conhecimento de sua possivel importancia.

aglutinagdo para o PVS. Dentro de uma mesma granja foram

encontrados animais com titulos soroldgicos muito varid- Quadro 5. Ocorréncia de machos sorologicamente positivos no

Estudo clinico-sorolégico

veis na faixa considerada ou seja, titulos variando de O até teste de HI para o PV'S em granjas de suinos do Es-’
2 10240 (Quadro 3, Fig. 1). tado de Minas Gerais
De 53 animais examinados com titulo de anticorpos igual
ou inferior a 40, somente 14 (26,4%) apresentaram anterior- ) NOS positivos(a) / NOS negativos/
mente alteragSes reprodutivas. Por outro lado de 110 suinos ~ Propriedade o examinados(%) n9 examinados(%)
com titulo soroldgico superior a 80, 50 (45,5%) haviam apre-
sentado problemas reprodutivos (Quadro 4). A 12/24 (50,0) 12/24 (50,0)
Dos 129 machos de diversas idades examinados, 78 (60,5%) B 17/33 (51,5) 16/33 (48,5)
apresentaram titulo de anticorpos HI para o PVS superior a 80 C 18/26 (69,2) 8/26 (30;8)
(Quadro 5). D 18/31 (58,1) 13/31 (41,9)
Por ocasido de um surto de alteragoes reprodutivas ocorri- E 13/15 (86,7) 2/15 (13,3)

do na granja B a andlise do desempenho reprodutivo por par-

to de matrizes sorologicamente positivas para o PVS revelou Total 78/129(60,5) 51/129(39.5)
que a freqiiéncia de mumifica¢do fetal diminuiu a medidaque ————

os partos aumentaram em nimero, causando eleva¢do signifi- (@) $or0s com titulo igual ou superior a 80.

Quadro 3. Distribui¢do de freqiiéncia dos titulos de anticorpos inibidores da hemoagluti-
nagdo para o PVS em soros de suinos no Estado de Minas Gerais

Freqiiéncia dos titulos

. N9soros
Granjas testados
0 10 20 40 80 160 320 640 1280 2560512010240
A 126 23 8 10 7 17 13 18 9 3 6 3 9
B 165 12 24 23 18 22 20 16 11 5 3 4 7
C 79 7 7 7 16 8 4 10 7 6 2 5 2
D 48 0O 3 2 4 13 6 5 3 0 4 5 3
E 91 2 17 8 15 3 16 11 1 7 6 0 5
F 99 29 11 14 7 6 11 8 4 3 3 1 2

Total 608 71 70 64 67 69 70 68 35 24 24 18 28

Pesq. Vet. Bras. 4(1):17-22. 1984
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Fig. 1. Prova de inibigdo da hemoaglutinagdo (HI) para o pavovirus sul’no (PVS) em microtitulo. Coluna

CS': controles individuais de soro, diluigdo 1/5.
2,1,0e0UHA/0,025ml;

FilaA:CV, controlesde virus com4,
SN, controle de soro negativo;
SP, controle de soro padrdo positivo;
CH, controle de hemdcias;

Filas B a H: diluig¢ées duplas de soros em teste.

Com referéncia ao PVS, a existéncia de somente um soro-
tipo do virus, cujas amostras isoladas em distintos paises apre-
sentam propriedades antigénicas idénticas (Vannier et al.
1976), facilita a detec¢cao de anticorpos especificos que indi-
cam contato com o virus.

Nao havendo sido detectada anteriormente a presen¢a do
PVS na América Latina, a alta prevaléncia de anticorpos HI
para este virus (55,3%) indicou a ampla dissemina¢do do
PVS na popula¢do suina estudada (Quadro 1 e 2). O percen-
tual encontrado foi semelhante aos obtidos em levantamen-

tos realizados em pafses da Europa (Bachmann 1969, 1970,
Horner & Buddle 1974, Vannier et al. 1976, Zupancic 1977,
Timbol 1980), Africa (Pini 1975), Austrdlia (Johnson &
Collings 1969, Coackley & Smith 1972, Johnson 1973,
Gillick 1977) e América do Norte (Mengeling 1972, Redmann
et al. 1974).

O titulo de anticorpos necessdrio para que um animal seja
considerado sorologicamente positivo ¢ bastante divergente.
Mengeling (1972) ao descrever pela primeira vez a presenga do
PVS nos Estados Unidos, considerou positivos soros com titu-

Quadro 6. Performance reprodutiva segundo o parto de matrizes com problemas
reprodutivos, sorologicamente positivas para o PVS, provenientes de
uma mesma granja em Minas Gerais

Leitegadas NO leitdes Me@:a R NO leitdes % nasc.
Parto : : vivos/ @)
examinadas concebidos . nasc. mortos mortos
leitegada
10 10 97 6,3 34 35,1
20 8 87 8,1 22 25,2
30 5 73 14,6 8 11,0

(@) Porcentagem do total de leitdes concebidos vivos e mortos.

Pesq. Vet. Bras. 4(1):17-22. 1984
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lo superior a cinco. Zupancic (1977) considerou positivos
soros com tftulo superior a 32, enquanto que Hogg et al.
(1977) estabeleceram positividade em tftulos superiores a
oito. Em levantamento inicial realizado na Franga, somente
foram considerados positivos soros com titulo igual ou maior
que 320, para evitar possiveis erros devido a presenga de inibi-
dores ndo especificos da hemoaglutinagdo nos soros de suinos
(Vannier et al. 1976). Joo et al. (1976) demonstraram que a
adsor¢do dos soros com caolim e globulos vermelhos de cobaio
remove estes inibidores inespecificos sem perda significativa
de imunoglobulina e evita reagdes falsamente positivas ocasio-
nadas por soros auto-aglutinantes. Com base nestes resultados
e considerando que os soros testados foram previamente trata-
dos com caolim e eritrocitos de cobaio, que foram mantidos
controles individuais de cada soro e que tratava-se de levanta-
mento soroldgico inicial, foram considerados positivos a prova
de HI os animais que apresentaram anticorpos em dilui¢do
igual ou superior a 1:80, ndo querendo com isto afirmar que
estes seriam niveis protetores e sim, indicativos de contato
com o PVS.

Analisando individualmente as propriedades amostradas
(Quadro 2) verificou-se que, com exce¢do das granjas D e F,
a prevaléncia de animais sorologicamente positivos foi seme-
lhante, indicando disseminag¢do uniforme do PVS nas granjas
estudadas. A granja D, onde predominavam animais com idade
superior a 15 meses, apresentou percentual de positividade
mais elevado (81,3%) que o de outras granjas. Estes resultados
assemelham-se aos obtidos por Harkness et al. (1971), que
encontraram maior propor¢do de soros positivos em animais
mais velhos. '

O estudo clinico-sorolégico realizado nos plantéis onde a
ocorréncia de alteragdes reprodutivas é conhecida nos per-
mitiu analisar, dentro de certas limitagdes, a possivel relagdo
entre -a presenga do PVS nos plantéis, revelada pela detec¢do
de anticorpos especificos, ¢ a ocorréncia dos problemas repro-
dutivos observados.

Segundo Vannier e Tillon (1979), a demonstragdo da
coexisténcia de animais sorologicamente positivos e negativos
para o PVS associada a ocorréncia de alteragGes reprodutivas
sem causa definida sugere que a infec¢do pelo PVS, eviden-
ciada pela presenga de anticorpos especificos, pode estar dire-
tamente relacionada com a ocorréncia de tais alteragdes. O per-
fil sorolégico encontrado demonstrou que os niveis de anti-
corpos dentro de uma mesma propriedade foram varidveis
(Quadro 3, Fig. 1) sugerindo infec¢do em evolugdo; a coexis-
téncia de animais imunes para o PVS, que podem excretar o
virus por mais de 21 dias (Cartwright et al. 1971) e de animais
ndo imunizados, cria condi¢des favordveis ao desenvolvimento
da infec¢@o dentro do plantel e ao aparecimento de problemas
reprodutivos.

Uma vez introduzido em plantel negativo, o PVS dissemina-
se envolvendo 100% dos animais em aproximadamente trés
meses (Johnson et al. 1976). Entretanto, o isolamento estrito
ao qual os animais sdo submetidos no regime de criagdo em

confinamento impede que a disseminagdo do virus dentro da-

granja seja uniforme, acarretando conseqiientemente esta hete-
rogeneidade de niveis sorolégicos, ocasionando muitas vezes

imunidade dispersa nas porcas e varrées adultos. Gillick (1977)
encontrou este mesmo perfil sorolégico ao -testar suinos
criados em confinamento.

Juntamente com este tipo de manejo deve-se considerar a
alta taxa de renovagdo dos plantéis, que ndo permite a forma-
¢do de uma populagdo uniformemente imune mas sim a coexis-
téncia de animais susceptiveis, imunes e ativamente infectados
com eliminag¢do do virus. '

No Quadro 4 observou-se que, dos 110 animais sorologica-
mente positivos para o PVS, somente 50 (45,5%) apresentaram
alteragGes reprodutivas em alguma fase da vida, sugerindo que
os animais podem tornar-se soro-positivos através do contato
com o PVS fora do perfodo gestacional, sem apresentar altera-
¢do clinica evidente.

A participa¢do simultinea de vdrios agentes infecciosos na
etiologia dos problemas reprodutivos é freqiiente (Kirkbride &
McAdaragh 1978). Apesar da evidenciagdo soroldgica da ausén-
cia de peste sufna cldssica e leptospirose nestes animais, a pre-
senca de outros agentes ndo testados, como os enterovirus do
grupo SMEDI, de ocorréncia mundial e de dificil controle,
ndo deve ser descartada.

Uma vez determinado o perfil sorolégico de uma granja,
deve-se procurar alcan¢ar a maior homogeneidade possivel
de niveis de anticorpos ativos para o PVS, pois o aumento na
propor¢ao de animais soro-positivos acarretard diminui¢ao
na ocorréncia de problemas reprodutivos.

Nas granjas testadas, a percentagem de machos sorologica-
mente positivos para o PVS foi de 60,5% (Quadro 5) e a possi-
bilidade de estes animais, se em infec¢do ativa, transmitirem o
PVS a porcas susceptiveis ndo deve ser descartada. Este resul-
tado foi semelhante ao encontrado por Ruckerbauer et al.
(1978) em uma unidade de inseminagdo artificial de suinos.
Como 51 (39,5%) dos machos testados foram soro-negativos,
um posterior contato com o PVS poderia resultar em infec¢do
destes. A patogenicidade do PVS para varrdes adultos ndo foi
esclarecida totalmente até o momento, ainda que o virus tenha
sido isolado do sémen de varrdes (Cartwright et al. 1969) e de
ovdrios cisticos em porcas inférteis (Johnson 1973) e em
ambos os casos tenha sido associado a baixa fertilidade.

Durante um surto de alteragdes reprodutivas em uma
das granjas estudadas verificou-se decréscimo significativo
(p <0,05) na freqiiéncia de mumificagdo fetal e conseqiiente-
mente aumento significativo (p <0,05) no nimero médio de
leitdes por leitegada, 4 medida que os partos aumentaram em
nimero (Quadro 6). A maior freqiéncia de altera¢des reprodu-
tivas no 19 e 29 partos estaria relacionada aos niveis de anti-
corpos ativos e a idade a primeira cobri¢do, além das taxas de
renovagdo do plantel.

Dentro deste contexto epidemioldgico desfavordvel, o estu-
do minucioso das condi¢des soroldgicas do rebanho nos indi-
card as medidas de controle mais adequadas a cada caso espe-
cificamente, evitando-se as possiveis perdas econdmicas
advindas das alteragdes reprodutivas causadas pelo PVS.
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