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RESUMO

Surtos recentes da Diarreia Epidémica Suina (PED, em inglés) tém sido descritos em diversos
paises, sobretudo na China e Estados Unidos, e tem provocado significativo impacto
econémico a suinocultura mundial. Como a doenca se disseminou também pela América do
Sul, afetando Peru, Colémbia e Equador, o conhecimento sobre a enfermidade é de extrema
relevancia para manutencg&o do status livre da doenca no Brasil. A PED ¢ causada por virus da
familia Coronaviridae, caracterizando-se por diarreia liquida profusa e vémitos, de
intensidade variavel, sendo mais graves em leitdes neonatos. A RT-PCR tem sido a técnica de
diagnostico mais empregada, mas a sorologia e a imuno-histoquimica também podem ser
utilizadas. A vacina comercial disponivel nos Estados Unidos é considerada de alto custo e
efetividade intermediaria e, por isso, protocolos rigidos de biosseguranca sdo fundamentais
para dificultar a entrada do agente no rebanho. Estudos recentes tém se intensificado no
sentido de elucidar a epidemiologia da doenca, uma vez que a via de disseminacdo viral entre
rebanhos ainda ndo se encontra totalmente estabelecida e o impacto econémico causado pela
alta mortalidade, sobretudo de animais lactentes, compromete sensivelmente a producgédo de
carne suina nos paises afetados.

Palavras-chave: coronavirus suino, diarreia neonatal, PEDwv.

PORCINE EPIDEMIC DIARRHEA (PED), EXOTIC DISEASE IN BRAZIL BUT
EMERGING IN THE AMERICAS

ABSTRACT

Recent outbreaks of Porcine Epidemic Diarrhea (PED) has been described in several
countries, mainly in China and the United States, and it has causing significative economic
impact to the swine industry worldwide. As the virus spread also in South America, affecting
Peru, Colombia and Ecuador, knowledge about the disease is extremely important to maintain
the free status of the disease in Brazil. PED is caused by a virus from Coronaviridae family,
and is characterized by profuse liquid diarrhea and vomit, varying in severity, being more
severe in newborn piglets. The RT-PCR has been the most used diagnostic technique, but
serology and immunohistochemistry can also be used. The commercial available vaccine is
considered costly and with intermediate effectiveness, consequently complementary
biosecurity rules are important to hinder the entry of the agent into the herd. Many studies
have been conducted in order to elucidate the epidemiology of the disease, since the route of
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viral spread among herds is not yet fully established and the economic impact due to high
mortality, especially in young animals, significantly impairs the production of pork in affected
countries.

Key words: neonatal diarrhea, PEDv, swine coronavirus.

DIARREA EPIDEMICA SUINA (PED), ENFERMEDAD EXOTICA EN BRASIL,
PERO EMERGENTE EL LAS AMERICAS.

RESUMEN

Brotes recientes de la Diarrea Epidémica Suina (PED, en inglés) han sido descritos en
diversos paises, sobre todo en China y Estados Unidos, y ha provocado un significativo
impacto econdmico a la suinocultura mundial. Como la enfermedad también se diseminé en
América del Sur, afectando a Peru, Colombia y Ecuador, el conocimiento sobre la enfermedad
es de extrema relevancia para el mantenimiento del estatus libre de la enfermedad en el Brasil.
La PED es causada por el virus de la familia Coronaviridae, caracterizdndose por diarrea
liquida profusa y vomito, de intensidad variable, siendo més grave en lechones neonatos. La
RT-PCR ha sido la técnica de diagndstico mas utilizada, pero la serologia e
inmunohistoquimica también pueden ser utilizadas. La vacuna comercial disponible en los
Estados Unidos es considerada de alto costo y efectividad intermedia, por eso, protocolos
rigidos de bioseguridad son fundamentales para dificultar la entrada del agente en el rebafio.
Estudios recientes se han intensificado en el sentido de dilucidar la epidemiologia de la
enfermedad, una vez que la via de diseminacion viral entre rebafios aln no se encuentra
completamente establecida y el impacto econémico causado por la alta mortalidad, sobre todo
de animales lactantes, compromete sensiblemente la produccién de carne suina en los paises
afectados.

Palabras-clave: coronavirus suino, diarrea neonatal, PEDv.

INTRODUCAO

A diarreia epidémica suina (PED, do inglés, Porcine Epidemic Diarrhea) é uma
enfermidade de alta morbidade e mortalidade com quadro clinico agudo caracterizado por
vomito, anorexia e diarreia liquida em suinos de todas as idades (1-3). Surtos recentes nos
EUA, iniciados em abril de 2013, apontaram mortalidade aproximada de 90% em leitdes
lactentes de até dez dias de idade (4), acarretanto grandes prejuizos econdmicos a producgao
suinicola norte americana (5). O agravamento da enfermidade na Asia, particularmente na
China (6,7), e a disseminacéo da doenca para paises da América do Sul, como Peru, Colémbia
e Equador, tem demonstrado a relevancia do problema e o risco eminente de contaminacéao de
rebanhos brasileiros.

Desta forma, o objetivo desta revisdo € abordar aspectos atuais sobre epidemiologia,
patologia, diagndstico e controle da PED.

Epidemiologia

A PED foi primeiramente reproduzida em 1978 por Pensaert e Debouck (2), com
isolado viral obtido a partir de leitdes jovens envolvidos em surtos na Bélgica, entdo
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identificado como um virus envelopado pertencente a familia Coronaviridae, género
alphacoronavirus. Pertencem também a esta familia dois outros virus patogénicos para suinos;
0 virus da gastrenterite transmissivel (TGEv) e o coronavirus respiratorio suino (PRCv),
ambos do mesmo género alphacoronavirus. Uma quarta espécie de coronavirus patogénica
para suinos, o virus da encefalomielite hemaglutinante (HEv), pertencente a um diferente
grupo, os betacoronavirus (8). Tanto TGEv quanto HEv j& foram diagnosticados na Argentina
(9), mas ainda ndo foram relatados no Brasil. Recentemente um novo género de coranavirus
suino foi relatado na China (10), Coreia do Sul (11) e EUA (12), e classificado como
deltacoranavirus. Assim como o virus da PED e o TGE, a infeccdo por este virus esta
relacionada com diarreia em animais jovens e adultos, entretanto, quando comparado aos
alphacoronavirus, os quadros clinicos sdo mais brandos, com menor indice de mortalidade.

O genoma do PEDv é composto por fita simples de RNA, caracteristica que confere
maior possibilidade de ocorréncia natural de mutacdes (13). Algumas proteinas virais
assumem papel fundamental na patogénese. A proteina S (do inglés spike) atua no processo de
fusdo entre o virus e a célula do hospedeiro, além de ser imunogénica. A proteina M
(membrana) exerce uma funcdo estrutural da particula viral e é alvo de anticorpos
neutralizantes do hospedeiro (14). Pesquisas mais recente tém atribuido grande importancia as
proteinas ORF3, N (nucleoproteina) e E (envelope) na viruléncia desse agente (14,15). As
inter-relacdes e as fungdes das proteinas do virus da PED sdo ainda pouco conhecidas (16).

O primeiro surto de PED que se tem relato ocorreu na Inglaterra em 1971, com sinais
clinicos semelhantes a infeccdo pelo virus da TGE, caracterizado por diarreia, vémitos e
inapeténcia. Entretanto, deve ser registrado que o0s animais acometidos eram
preferencialmente das fases de creche, recria e animais adultos, ndo acometendo neonatos
(1,2).

Surtos semelhantes se sucederam em diversos paises da Europa, até que, em 1977, na
Bélgica, houve relato de surto com sinais clinicos semelhantes, embora mais graves e,
acometendo animais de todas as faixas etarias, com taxa de mortalidade em torno de 50% dos
animais jovens. Perante a ocorréncia de resultados negativos para TGEv em sorologia e
imunofluoerescéncia indireta de animais acometidos, recorreu-se a microscopia eletrdnica
para investigacdo da etiologia. Por meio desta técnica, concluiram tratar-se de um coronavirus
(2), sendo proposta a denominacdo “Diarreia Epidémica Suina” a entidade nosoldgica (1).

Além da Europa, granjas asiaticas também foram acometidas no final dos anos 80 e
inicio dos anos 90 (13). Surtos graves recentes ocorreram principalmente na China (6,7,17),
Tailandia (18) e Coréia do Sul (19). Paises das Américas também foram infectados nos
ultimos anos, com surtos que se iniciaram nos Estados Unidos em abril de 2013 (4) e paises
vizinhos como México (20) e Canadé (21), e vem se propagando em “efeito cascata” para
paises da America Central, como Republica Dominicana (22), e da América do Sul, Colémbia
(23) e Peru (23) (figura 1). A doenca ainda nao foi diagnosticada no Brasil e 0 Ministério da
Agricultura tem adotado medidas para evitar a entrada da doenga no pais (24). A entrada do
PED virus no Brasil poderia resultar em répida disseminacao entre rebanhos e elevadas perdas
econbmicas uma vez que 0 virus permanece viavel por periodo longo em condicGes
ambientais amenas, particularmente no inverno. Além disso, vulnerabilidade em aspectos de
biosseguranca continua sendo um fator limitante em algumas regides pdlo da producdo de
suinos, principalmente com relacdo ao trénsito de pessoas e animais (vazio sanitario de
visitantes, uso de mesmo veiculo para transporte de animais de diferentes propriedades, por
exemplo), o que poderia facilitar a disseminagéo do agente.
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Figura 1. Linha do tempo da disseminacdo do PEDv desde o primeiro surto de diarreia e sua
identificacdo como agente etiolégico em 1977, na Inglaterra. Em seguida foi
carreada até a Bélgica (anos 80 e 90), Posteriormente para paises asiaticos, que € a
provavel fonte para disseminacdo do virus nos paises das Américas. Inicialmente
nos Estados Unidos (Abril de 2013), a partir dai, ainda em 2013, houve o relato de
surtos nos paises vizinhos e em paises da América do Sul (México, Canada,
Republica Dominicana, Colémbia e Peru).

Os primeiros casos de PED nos Estados Unidos ocorreram em quatro granjas distantes
centenas de quilémetros umas das outras, sem nenhuma relacdo de funcionarios, racéo,
caminhdes, genética dos animais ou veterinarios e em um periodo de poucos dias. Além disso,
manejo, higiene e biosseguranca eram considerados excelentes pelos veterinarios
responsaveis por estes rebanhos (4). Apesar da origem da contaminacdo permanecer
indeterminada, duas cepas virais circulantes na América do Norte apresentaram 99,5% e
99,6% de homologia com a cepa chinesa de PEDv, denominada AH2012, sugerindo
fortemente ter sido esta a origem do virus. Analise genética revelou, entretanto, que houve
mudanca gendmica nas cepas americanas que pode ter proporcionado aumento da
patogenicidade do virus norte americano (25).

Alem disso, ha especulacdes em torno de uma possivel introducdo do virus nos EUA a
partir de plasma suino desidratado, utilizado para nutricdo de suinos, proveniente da China.
Entretanto, ndo foi possivel reproduzir experimentalmente a doenga clinica em animais
susceptiveis, utilizando deste material suspeito (26). Nesse mesmo estudo, foi demonstrado
que as condig¢des de processamento desse tipo de produto seriam eficazes para a inativagao
viral.

A transmissdo viral ocorre por rota oro-fecal. As manifestacdes clinicas ocorrem
normalmente entre quatro a cinco dias apos a entrada de animais infectados em rebanhos
livres (2,4). Animais infectados eliminam o virus nas fezes por sete a nove dias, entretanto,
pesquisas recentes tém demonstrado eliminacdo viral por periodos de até 42 dias apos
infeccdo experimental (27). A dose infectante do virus utilizada em inoculagdes experimentais
é variavel: de 6,8 a 9,0 log10 GE (genomic equivalents) (3) ou 3,96 a 7,57 log10 GE (28). A
quantidade de particulas virais eliminadas nas fezes de animais infectados chega a 10,9 log10
GE (3). Tem sido reportada a presenca de virus viavel em fezes de suinos por 14 a 28 dias, 28
dias em racdo Umida e menos de duas semanas em racao seca, todos a temperatura ambiente.
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A dose infectante minima ainda nédo foi definida, mas estudos preliminares tém demonstrado
infecciosidade por testes de bioensaio mesmo utilizando amostras diluidas ao ponto de
negatividade & qRT-PCR (diluicdes ao redor de 10°®) (Prof. Sagar Goyal, University of
Minnesota, informacéo pessoal, 2014).

Outras formas que permitem a disseminacdo do agente por longas distancias sao
caminh@es e quaisquer outros fémites mal higienizados. Segundo Lowe et al. (29), veiculos
de transporte utilizados por mais de uma propriedade podem ser fontes de disseminagdo do
virus, de modo que o controle desse fomite deve ser considerado como ferramenta para
limitar a contaminacéo de rebanhos livres apds a deteccdo do agente em um determinado pais.
Pesquisa recente (28) indicou que particulas virais oriundas de rebanhos naturalmente
infectados e com animais clinicamente doentes, mantém-se viaveis quando transportadas por
correntes de ar, podendo ser esta, outra via de disseminacdo do virus entre granjas
geograficamente proximas.

A réapida disseminacdo viral fez com que paises tomassem medidas rigidas de
biosseguranca para evitar a entrada do virus (paises livres) ou diminuir sua disseminacéao e
impacto (paises positivos). Por conseguinte, diminuicdo de novos casos tem sido observada,
particularmente nos Estados Unidos (30). Entretanto, como a dificuldade de controle eficaz
para o PEDv limita as estratégias de erradicacdo, a PED continua a ser uma doenca presente e
relevante na indastria suinicola internacional, sendo necessario continua fiscalizacdo e
atencdo com a doenca.

Patologia

O Unico hospedeiro susceptivel ao PEDv sdo os suinos. Estudos experimentais em
leitbes neonatos revelam que os primeiros sinais clinicos ocorrem com aproximadamente um
dia apds inoculagdo (31), todavia, a campo, 0s primeiros sinais sdo observados em poucos
dias (4). O virus replica no citoplasma das células epiteliais das vilosidades do intestino
delgado, provocando degeneracao e necrose do revestimento intestinal e induz a apoptose. Em
consequéncia, ha reducdo da altura das vilosidades (32) e lesdes das microvilosidades,
confirmadas por meio de estudos ultraestruturais (33), diminuindo, por conseguinte, a
capacidade absortiva do hospedeiro. Algumas por¢oes do intestino grosso também podem ser
acometidas, com poucas consequéncias clinicas e patoldgicas. O vémito frequente e a diarreia
profusa liquida induzem desidratacdo e desequilibrio hidroeletrolitico acentuados (13).

Como ja mencionado, o virus causa quadros agudos de vémito, anorexia e diarreia
liqguida em suinos de todas as idades, e elevada mortalidade de leitbes até 10 dias de idade (2).
A intensidade dos sinais clinicos ira variar de acordo com a cepa infectante, a idade dos
animais e o status imunolégico do rebanho (14,34). Quanto mais velhos os animais, menos
intensos sdo os sinais clinicos. A taxa de mortalidade frequentemente situa-se entre 30 e 50%,
mas chega a 100% em rebanhos primo infectados (6,35,36). Leitdes neonatos morrem dois a
trés dias apos inicio da diarreia, devido a intensa desidratagdo (4). Leitdes desmamados
geralmente ndo morrem, mas apresentam impacto no ganho de peso. Em condicGes
experimentais, leitbes de quatro semanas de idade inoculados com PEDv ndo ganham peso
por 7 a 10 dias apds infeccdo (1). A diminuicdo do ganho de peso esperado pode persistir por
um periodo de 35 dias. Consequentemente, sistemas wean-to-finish podem apresentar atraso
de uma a duas semanas na idade de abate. Matrizes afetadas podem apresentar agalaxia (13).
A temperatura retal permanece inalterada durante a doenca.

N&o ha distincdo entre as lesdes causadas por TGEv ou PEDv. Em ambas,
macroscopicamente, ocorre o adelgacamento da parede do intestino delgado e presenga de
conteddo liquido e amarelado em sua luz. Leite coagulado pode ser observado no limen
gastrico (4) (figura 2A). Microscopicamente sdo identificadas degeneracdo e necrose das
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células do epitélio intestinal, bem como seu achatamento, devido a tentativa de reparo da
superficie das vilosidades. Atrofia das vilosidades (figura 2B) e presenca de células sinciciais
com varios nuacleos também sdo observadas (4,31). A ocorréncia de sinais clinicos
inespecificos, e pelo fato das lesdes serem indistinguiveis da TGE, fazem-se necessarios
exames complementares para a precisa identificacdo do agente (37).

Figura 2. Suino de maternidade. Infeccdo pelo virus da PED. 1A: Macroscopia apresentando
dilatagdo com adelgagcamento da parede do intestino delgado e presenca de
conteddo fluido no lumen intestinal (Imagem cedida gentilmente pelo Dr. Fabio A.
Vannucci, Assistant Professor da University of Minnesota). 1B: Microscopia,
atrofia severa e difusa das vilosidades intestinais (HE, 100X). 1C:
Imunohistoquimica, Imunomarcacdo positiva, principalmente nos enterocitos
apicais das vilosidades (AEC, 100X).

Diagnostico

Muitas técnicas tém sido utilizadas para deteccdo direta ou indireta do virus, incluindo
técnicas imunologicas, moleculares, ultraestruturais e soroldgicas (14). Para o diagndstico
direto, técnicas moleculares como a RT-PCR tém boa sensibilidade e ndo necessitam do 6bito
do animal, visto que podem ser utilizadas amostras de fezes. Kim e Chae (31) assinalam por
meio de estudo comparativo entre técnicas diretas de diagnostico do PEDv que os testes
moleculares (RT-PCR) séo mais sensiveis e capazes de detectar o agente por maior periodo de
tempo, quando comparados a imunohistoquimica (figura 2C) e a hibridizag&o in situ. Esse
fato deve ser atribuido a esfoliagdo precoce do epitélio intestinal e ao curso agudo da doenca,
acarretando em resultados falso-negativos (38). Desta forma, € muito importante a sele¢do de
leitbes em fase inicial da doenga para coleta e envio de amostras para diagndstico.
Alternativamente, foi padronizada a técnica de PCR em tempo real para quantificacdo da
carga viral nas amostras, sendo consideradas positivas as aquelas com o Ct<35 (39).

Além das técnicas ja citadas, outras alternativas sdo a utilizacdo de ELISA de captura
para deteccdo de antigenos virais em amostras de fezes (40) e a imunofluorescéncia direta,
apesar desta Ultima possuir sensibilidade inferior a RT-PCR. Isolamento viral ndo é utilizado
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rotineiramente para diagnostico, devido ao cultivo fastidioso do agente (6). A taxa de sucesso
no isolamento viral tem sido de 5 a 10% das tentativas realizadas (41).

Atualmente, encontram-se disponiveis ensaios indiretos visando a deteccdo de
anticorpos, dentre eles a imunofluorescéncia indireta, ELISA e ELISA de bloqueio (42). A
soroconversao se da em aproximadamente duas semanas apos a infec¢do, com 0s anticorpos
podendo persistir na circulacdo por até um ano (14), tornando aplicaveis as técnicas
soroldgicas. Entretanto, a duracdo da imunidade humoral ainda € controversa. Os testes
moleculares e imunoldgicos estdo disponiveis comercialmente e sua disponibilidade nos
laboratdrios brasileiros necessita apenas da padronizacao das técnicas.

Controle

Praticas de manejo e de biosseguranca sdo as melhores formas de prevenir a entrada do
virus no rebanho. Vale salientar que impedir a entrada de agentes virais em sistemas de
producdo é muito mais desafiador do que agentes bacterianos, requerendo condi¢cBes muito
mais restritivas.

Apesar da rota de entrada do virus nos EUA ainda permanecer desconhecida, a
disseminacdo dentro e entre rebanhos norte americanos parece estar relacionada a
contaminacdo de caminhdes utilizados para transporte dos animais (29). Considerando esta
hipGtese, Thomas et al. (43) avaliaram métodos de inativacdo viral em superficies metalicas
(similar a superficie dos caminhdes) e concluiram que o virus é inativado a 71° C por 10
minutos ou a 20° por sete dias, condi¢cOes estas distantes da realidade de limpeza e
desinfeccdo de caminhdes no Brasil.

O tratamento com antimicrobianos ndo tem qualquer efeito sobre o virus, sendo
utilizado para combater infeccdes secundarias que possam acometer o animal debilitado pela
PED. A diarreia aguda leva a desidratacdo, portanto fornecer agua ad libitum se faz necessario
para a recuperacdo dos animais acometidos. Outra possibilidade € o tratamento com fator de
crescimento epidérmico que estimula a proliferacdo das células do revestimento intestinal,
possibilitando a recuperacdo tecidual e aumento da capacidade absortiva do intestino dos
animais acometidos (44). Esta alternativa, porém, tem custo elevado.

Com a disseminacdo da infeccdo, matrizes gestantes desenvolvem imunidade e
fornecem a protecdo via colostro que ira durar de acordo com os titulos dos anticorpos
maternos. Sendo a IgA a principal responsavel pela protecdo passiva do leitdo lactente, por
sua capacidade de neutralizacdo do virus e por ser mais resistente do que outras
imunoglobulinas & acdo de enzimas proteoliticas do trato gastro intestinal (45).

A utilizagdo de vacina ainda é motivo de questionamento. H& grande diferenca
gendmica entre as cepas atenuadas utilizadas, o que resulta em grande diferenca na eficacia
nas diferentes vacinas. De uma forma geral, € realizada a atenuacdo das estirpes virais por
sucessivas passagens in vitro (na ordem de 100 passagens) e sdo fornecidas por via oral as
porcas gestantes (46). A excrecgdo viral permanece, na maioria das vezes, inalterada ou com
discreta diminuicéo, e os sinais clinicos e lesdes sdo mais discretos, melhorando os indices
zootécnicos. Entretanto, a eficdcia esta diretamente relacionada a concentracdo de virus na
dose inoculada, bem como a resposta imunologica da porca ao imunogeno (47). Apesar de
utilizarem cepas atenuadas, estes autores verificaram a producdo de anticorpos em titulos
protetores associado a auséncia de diarreia, 0 que pode ser suficiente para a eficacia da vacina.

Mesmo com vacinas eficazes comercialmente disponiveis, medidas de biosseguranca
devem ser tomadas para evitar que ocorram rearranjos genéeticos entre cepas vacinais e
selvagens, que podem gerar cepas ainda mais patogénicas, como demonstrado por Chen et al
(48). Collin e colaboradores (49) produziram uma nova formulacdo vacinal a partir da
inativacdo de cepa de campo norte americana, capaz de induzir a producgéo de altos titulos de
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anticorpos em animais vacinados e experimentalmente inoculados. A utilizacdo de vacinas
inativadas mostra-se promissora, uma vez que impossibilita a reverséo da patogenicidade do
isolado e impede a mutacdo viral e formacdo de novas cepas patogénicas. Mais estudos
devem ser realizados para comprovar a eficacia deste tipo de vacina a campo.

Outra técnica de controle, também utilizada em granjas infectadas pelo virus da TGE, é
a contaminacdo assistida das porcas em gestacdo pelo virus, para que possam desenvolver
imunidade, e assim, anticorpos maternais possam ser passados a leitegada pelo colostro e leite
(13). Estabilizacdo do rebanho e programas de erradicacdo da doenca tem utilizado este
protocolo, alem do fechamento do rebanho e ndo introducdo de material genético em um
periodo de quatro a seis meses. A ideia geral é a indugdo de uma imunidade so6lida no rebanho
de reproducdo associado a medidas de higiene e limpeza para minimizar a carga infectante em
animais de producdo, particularmente os mais jovens. Entretanto, efeitos adversos podem
ocorrer com esse tratamento devido a heterogeneidade do estimulo imunogénico e, por
conseguinte, diferenga dos titulos de anticorpos lactogénicos entre as matrizes. Além disso,
pode haver a disseminacao de outros agentes, principalmente virais, nas granjas (14).

CONSIDERACOES FINAIS

A PED ¢ uma enfermidade que acarreta grande impacto econdmico para o produtor e
até mesmo para o pais, que se traduz pela diminuicdo da oferta de carne suina e, consequente
elevacdo do preco do quilo para o mercado consumidor. A falta de um completo
entendimento das vias de contaminacéo utilizada pelo virus somada as fragilidades do sistema
de vigilancia e biosseguranca das granjas suinicolas brasileiras torna nossos sistemas de
producio altamente susceptiveis aos impactos da doenca. E necessario e desejavel que todo o
conhecimento a respeito dessa importante enfermidade seja compilado e compartilhado no
sentido de aumentar o conhecimento sobre os protocolos de controle e erradicagdo, bem como
0s mecanismos de protecdo de nossos rebanhos, perante o risco da entrada do PEDv em
territdrio brasileiro.
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