MARA ELIZA GASINO JOINEAU

AVALIACAO DAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO
UTILIZADAS COMO APOIO AO PROGRAMA
DE CONTROLE E ERRADICACAO DA PESTE
SUINA CLASSICA NO ESTADO DO PARANA

Dissertagdo apresentada como requisito parcial
a obtencdo do grau de Mestre no Curso de
Pés-Graduagdo em Ciéncias Veterinérias (Area
de Concentracdo em Patologia Veterinaria) da
Universidade Federal do Parana.

Orientador: Prof. Metry Bacila

Co-orientadores:

Prof.@ Rosdngela Locatelli Dittrich
Prof. Yasuyoshi Hayashi

CURITIBA
2000



Dedico todo o meu trabalho aos grandes amores da minha
vida, minhas filhas, minha mae, meu marido, meus sogros e a
toda minha grande familia.

Dedico ao meu pai (In memorian), com quase dois anos de
saudade, pelo orgulho que sempre demonstrou a cada

conquista que alcancei.

ii



PARECER

A Comissio Examinadora da Defesa de Tese da Candidata ao Titulo de Mestre em Ciéncias Veterindrias, Area’ Palologm'.
Veterinaria MARA ELIZA GASINO IOINLAU aps a realizaglo desse evento, exarou o seguinte Pdrecer

1) A Tese, intitulada “AVAL]A(,AO DAS ”'CN1C AS DE DIAG NOQTI(,O UTlLIZADAS
COMO APOIO A0 PROGRAMA DE CONTROLE E ERRADICACAO DA PESTE
SUINA CLASSICA NO ESTADO DO PARANA” foi considerada, por todos os Examinadores, como

um louvivel triba)ho ancrmndo rcsultados quc reprcsemam imporiante progresso na idrea de sua pertinénceia,

2)’ A Candidata s¢ houve muito bem durante a Defesa de Tese, respondendo a todas as questdes que foram colocadas.

Assim, a Comissio Examinadora, ante os méritos demonstrados pela Candidata;atribuiu o conceito 4 "
concluindo que Taz jus ao Titulo de Mestre em Ciéncias Veterindrias, Area de Patologia Veteriniria, '

Prof. Dr. METRY BACILA

PreSi?elOrientador
Yo A,

Prof. Dr /] RBE A. GUISANTES -
mbro

Curitiba, 24 dc agosto-de 2000.

AN
Profa. Dra. %NETE:FHQMAL\SOCCOL

Membro




AGRADECIMENTOS

Ao Professor Metry Bacila, querido mestre, agradeco pela dedicacdo de seu valioso
tempo, que s6 aumentou a admiragéo e.carinho que |lhe tenho.

A Professora Rosangela Locatelli Dittrich, pela sua grande amizade e orientacéo.
Ao Professor Yasuyoshi Hayashi, pelos ensinamentos ao longo deste trabalho.

A grande amiga Rosaria Richartz, pelos anos dedicados em compartilhar toda a sua
experiéncia profissional.

A minha amiga Maria A. de Carvalho Patricio, pela paciéncia, dedicagdo e incentivo.
Ao meu querido amigo André Ostrensky, por todas as horas de atengéo dispensadas

Ao Jurandir Cabral, por sua capacidade e eficiéncia, que torna possivel o trabalho diario
no laboratério de virologia do CDME.

A chefia do Centro de Diagnéstico “Marcos Enriretti” pelo apoio incondicional para a
realizagdo deste trabalho e a todos os amigos do laboratério.

Dentre os amigos do CDME devo agradecer especialmente ao Ernesto Kruger, Milton
Guedes, lara Sacks € a Cristina B. Arrua.

A todos os colegas do Departamento de Fiscalizagdo da SEAB, pelo trabalho
desenvolvido em prol da pecuaria paranaense.

Ao Prof. Geraldo C. Alberton pela orientagdo na concluséo deste trabalho.
Agradecimento especial ao Dr. Marinus Bloemraad, pelo suporte técnico, tanto em

termos de material didatico, como em insumos para a realizagdo deste estudo, e acima
de tudo pela sua grande amizade.

fii



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ... e vii
LISTA DE TABELAS ... e vili
LISTADE ABREVIATURAS ESIGLAS...............ooiieeeeeeeeeee X
RESUMO . e Xii
ABSTRACT ... et Xiii
1. INTRODUGAO. ...

1.1. OBJETIVO GERAL.........ooooeeeeeeaeeieeeaeeaseeee o saen st sses e st ens s

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.........ocooooioiieeeeeeeteeeeeeee et seseaese et aeen 7
2. REVISAO DE LITERATURA . ... 9
2.1. DEFINIGAO.......coouoiiiiieeeeeeitetetete e ettt st ee e e ee et s sttt 9
2.2, ETIOLOGIA ..ot eeeee e aes s e e e ssar s s es s s 11
2.3. EPIDEMIOLOGIA............oomooeoeee et 14
2.4. PATOGENIA........oooooeeeeeeeee oo eee e ss st 17
2.5. SINAIS CLINICOS. ...ttt ettt 19
2.6. DIAGNOSTICO ... ee e ee et e ee e e st esasanns 21
26.1. DIAGNOSTICO CLINICO.......ovieeieiieeee et er st st 21
262 DIAGNOSTICO LABORATORIAL.....co.ooeiriieee et ee s e sese e eeseeecs 23
26.2.a Detecgdo do antigeno viral...........cccooiiiiiiiiiii e 24
26.2.b. Detecglo de antiComPos.........cooeeeirerieirereie ettt e 26

iv



26.3.

3.1.
3.1.1.
31.2
3.2.

3.3.

3.3.1.
3.3.1.a.
3.3.1.b.
3.3.1.c
3.3.2.
34.
3.5.
3.6.
3.7.

41.
4.2.
421.

422

CRITERIOS DE VALIDAGAO DAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO

MATERIAL E METODOS ... .o
AMOSTRAS ... oeeeeeeeeeee e e oeee st nnens
AMOSTRAS DE FRAGMENTOS DE ORGAOS

AMOSTRAS DE SORO SANGUINEO

ENSAIO IMUNOENZIMATICO - ELISA PARA DETECGAO DE ANTICORPOS
CONTRA O VIRUS DA PESTE SUINA CLASSICA............c..cocooriireirere e

VIRUSNEUTRALIZAGAO - NPLA (NEUTRALIZING PEROXIDASE-LINKED
ASSAY).....coeeeeeeee oo eeeeeeeeees e ee et ee et ee et

VIRUSNEUTRALIZACAO PARA PESTE SUINA CLASSICA (NPLA)

CUIIVO CEIUIAT ... e e e e e e e e e e te e e e e e e aeaeeaeesmmemnane
Amostra viral padrao do 1aboratornio.........coorre i
Neutralizaga0 VIral.............ooiiiiiiiii e e
VIRUSNEUTRALIZAGAO PARA DIARREIA BOVINA VIRAL (NPLA).....................
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)..........ooivovececeeeerceeeeceese e
IMUNOPEROXIDASE INDIRETA (IPX).......couvoroieeeeieeeeneeieceeseesensesne st sssse e
ISOLAMENTO VIRAL ......oooooiiieieieeeeeeeeeeieseies e eee s saes e

ENSAIO IMUNOENZIMATICO - ELISA DE CAPTURA DE ANTIGENO DA
PESTE SUINA CLASSICA. ............cooiiieee et a s eseneee e

RESULT AD S oo e
DETECGAO DE ANTIGENO VIRAL..........cooouimioiiceieiee et ceeeeee e easee e
DETECGAO DE ANTICORPOS ... oo e
ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS TECNICAS DE ELISA E
VIRUSNEUTRALIZACAO (NPLA) EM ANIMAIS VACINADOS.............ccocoverererenn.
RESULTADOS DE ANALISES SOROLOGICAS PELA TECNICA DE ELISA NO
REBANHO SUINO DO ESTADO.DO PARANA ..o
DISCUSSAOD .. oo

28

30
30
30
31

33

35
36
37
38
41
42
42
43
44

45

46

46

52

52

61

63



5.1.
5.2,

5.2.1.

522

DETECGAO DE ANTIGENO VIRAL.........oovvvceoeesereeeseeeeeeeeeeeeeeeseesseee e

DETECGAO DE ANTICORPOS..................

ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS TECNICAS DE ELISA E

VIRUSNEUTRALIZAGAO (NPLA) EM ANIMAIS VACINADOS..........cccccovmrmrnininne

RESULTADOS DE ANALISES SOROLOGICAS PELA TECNICA DE ELISA NO

REBANHO SUINO DO ESTADO DO PARANA ..ot

CONCLUSOES ... e

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Vi

63
66

66

69

72

74



LISTA DE FIGURAS

Estado do Parana , diviséo das areas | e Il para o Programa de Controle
e Erradicagéo da Peste Suina Classica (Brasil, 1992b).............................
Regides do Estado do Parana onde foram realizadas as colheitas de
material para a vigilancia epidemiologica do foco de Peste Suina
CIasSiCa €M 1997 ......oo oot
Epitélio das criptas da tonsila de um animal positivo para detecgéo de
antigeno da Peste Suina Classica por imunofluorescéncia........................
Monocamada celular da linhagem PK15 infectada com o virus da Peste
Suina Classica, fixada pelo calor e marcada pela imunoperoxidase
(Microscopio invertido 400 X)..........oooiiriiiiiiiee e
Monocamada celular da linhagem PK 15 durante o processo de
EPSINIZAGCEO. ...t
Total de animais positivos na detecgéo de anticorpos contra o virus da
Peste Suina Classica agrupados conforme os titulos de anticorpos
neutralizantes encontrados na técnica de virusneutralizagdo.....................
Curva de regressdo entre as percentagens de inibicdo na técnica de

ELISA em relagéo ao titulo de anticorpos neutralizantes pela técnica de

virusneutralizagao para Peste Suina Classica

vii

32

48

48

49

59

60



LISTA DE TABELAS

Seguranca do teste (sensibilidade e especificidade) e valor preditivo de
um diagnadstico (OIE, 2000).............coooiiiiioieeeeeeeee e
Detecgao de antigeno viral e de anticorpos em amostras de sete animais
oriundas do foco de Peste Suina Classica em outubro de 1997, em Sao
Pedro do Iguagu, Parana, Brasil..................ccccoooveiiiiii e
Detecgéo de antigeno em amostras de fragmentos de érgaos de suinos
recebidas e analisadas durante o foco de Peste Suina Classica em
1997 € aPOS OIS ANOS......oomiiiiieie e
Comparacéo entre as técnicas de ELISA e isolamento viral em cultivo
celular, para detecgdo de antigeno em sete animais provenientes do
foco de Peste Suina Classica em 1997, em S&o Pedro do Iguaguy,
Parand, Brasil............cooiii
Base para calculos comparativos entre virusneutralizagdo e ELISA, de
especificidade e sensibilidade relativas, e dos valores preditivos negativo

€ positivo (OIE, 2000)..........oommiiiiiiiiiieeeeeee e

viii

29

47

50

51

52



10 -

11 -

12 -

Comparagéo dos resultados obtidos pela técnica de ELISA (amostras
sem repeticdo) e virusneutralizagdo para Peste Suina Classica................
Comparacdo dos resultados obtidos pela técnica de ELISA (amostras
em duplicata) e virusneutralizagao para Peste Suina Classica..................
Amostras positivas para Peste Suina Classica na virusneutralizagéo e
negativas na técnica de ELISA (Falsos negativos)...............ccocceevvieeeenenn.
Amostras negativas para Peste Suina Classica na virusneutralizagéo e
positivas na técnica de ELISA (Falsos positivos),e diagndstico diferencial
para Diarréia Bovina Viral (BVD)............cccooomiii e
Reacgbes cruzadas entre as técnicas de virusneutralizagdo (NPLA) para
Peste Suina Classica (PSC) e Diarréia Bovina Viral (BVD).......................
Soros positivos agrupados conforme o titulo de anticorpos neutralizantes
para o virus da Peste Suina Classica.........................
Sorologia do Estado do Parana pelas técnicas de ELISA policlonal e

monoclonal para detecgdo de anticorpos contra o virus da Peste Suina

Cléassica (1997-2000)

ix

54

55

56

57

57

58

62



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATCC — American Type Culture Collection

BD - Border Disease ou Doenca da Fronteira

BDV - Virus da Doenca da Fronteira

BHI — Brain Heart Infusion

BVD - Diarréia Bovina Viral

BVDV - Virus da Diarréia Bovina Viral

CDME - Centro de Diagnéstico “Marcos Enrietti”
CSFV - Classical Swine Fever Virus ou Virus da Peste Suina Classica
DMSO - Dimetil Sulfoxido

DT - Diluigao de trabalho

EEC - Comunidade Econdmica Européia

ELISA — Enzime Linked Immuno Sorbent Assay

FN — Falso negativo

FP — Falso positivo

GSMD - Granja de suinos com minimo de doengas

HRPO — Horse Radish Peroxidase



IFD - Imunofluorescéncia direta

IFI — Imunofluorescéncia indireta

IPX - Imunoperoxidase

Kb — Quilo bases

MDBK — Madin Darby Bovine Kidney

MEM — Minimum Essential Media

NIFT — Neutralizing immunofluorescence test

NPLA — Neutralizing Peroxidase Linked Assay ou Neutralizagéo com revelag&o por
imunoperoxidase

OIE - Office International des Epizooties

PBS - Solugéo tampéo de fosfato

PK15 — Porcine Kidney

PSC - Peste Suina Classica

PSCV ou CSFV - Virus da Peste Suina Classica

SEAB - Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento
SFB - Soro fetal bovino

TCIDs; — Dose capaz de infectar 50% dos cultivos celulares
TMB — Tetrametil benzidina

TPB ~ Caldo triptose fosfato

VP - Verdadeiro positivo

VN - Verdadeiro negativo

VPSC - Virus da Peste Suina Classica

Xi



RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as técnicas de diagnostico utilizadas
como apoio ao Programa de Controle e Erradicagcdo da Peste Suina Classica (PSC) no
Estado do Parana. Refere-se ao isolamento de uma cepa de moderada viruléncia do
virus Peste Suina Classica a partir de fragmentos de 6rgéos provenientes de granjas de
suinos no municipio de Sao Pedro do Iguagu e, a andlise de 36.507 amostras de soro
sanguineo de suinos do rebanho do Estado do Parana colhidas para a vigilancia sanitaria
no periodo compreendido entre marco de 1997 e junho de 2000; incluindo ainda
amostras de uma granja de reprodugdo com vacinacdo clandestina. As técnicas
empregadas para deteccdo de antigeno foram imunofluorescéncia e imunoperoxidase
indiretas em cortes histologicos e ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura de
antigeno, bem como isolamento viral em cultivo celular da linhagem PK15 (Porcine
Kidney, Sus scrofa). Para a detec¢do de anticorpos contra o virus da PSC foram
utilizadas as técnicas de virusneutralizagdo com revelagdo por imunoperoxidase e um
“kit” de ELISA monoclonal, e ainda virusneutralizagdo para diarréia bovina viral, como
diagnéstico diferencial. Para deteccdo de antigeno, a técnica de ELISA apresentou
melhores resultados do que o isolamento viral, quando as condigGes de conservagao da
amostra comprometiam a viabilidade do virus para a replicagdo. Para a detecgao de
anticorpos, a concordancia dos resultados entre a técnica de ELISA e a de
virusneutralizagdo (prova de referéncia) foi de 98,26%, e os valores relativos de
sensibilidade e especificidade foram 94,87 e 99,41% respectivamente.
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ABSTRACT

The present research’s objective was the valuation of the laboratory methods for
diagnoses used to assist the Control and Eradication Program of Classical Swine Fever
(CSF) in the state of Parana, Brazil. It refers to the isolation of a moderated virulence
strain of Classical Swine Fever Virus from fragments of swine organs from farms of Sao
Pedro do Iguagu and the analysis of 36,507 samples of swine blood serum from the state
of Parana, harvested for sanitary vigilance purposes, from march 1997 to june 2000,
including samples from a reproduction farm with a non authorised vaccination. Laboratory
methods to detect the viral antigen comprised Immunofluorescent test (IFT) and
Immunoperoxidase test (IPT) on cryostat made histological sections and Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), as well as viral isolation performed by culture of PK15
cells lineage (Porcine Kidney, Sus Scrofa). The methods used to detect antibodies
against the Classical Swine Fever Virus were: Neutralizing Peroxidase Linked Assay
(NPLA) and a monoclonal ELISA, and Bovine Diarrhoea NPLA as differential diagnoses.
To detect the viral antigen, ELISA method presented better results than the viral isolation,
when the conservation conditions of the sample compromised the viability of the virus for
replication. To detect the antibodies, the conformity of resuits between the ELISA method
and the NPLA method (reference test) was 98.26% and the relative values of sensitivity
and specificity were 94,87 and 99.41%, respectively.
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1. INTRODUGAO

A suinocultura no Estado do Parana tem evoluido de forma constante tanto em
numero de animais, o que pode ser traduzido em importancia econdémica no setor agro-
industrial, bem como em termos técnicos, 0 que demonstra a aptiddo em produzir carne
suina com custos competitivos nos ambitos nacional e internacional.

O Estado do Parand possui um rebanho suino de cerca de 4.175.000 cabegas,
das quais 2.990.000 representadas pelo rebanho industrial. A regido de maior
concentracdo € a do sudoeste do Estado, onde se encontra a maior parte das granjas
GSMD (Granjas de Suinos com Minimo de Doencgas) que s&o submetidas a recertificagao
semestral, tendo como rotina a monitorizagdo sorolégica para brucelose, doenga de
Aujeszky, peste suina classica e leptospirose, esta ultima quando ndo se utiliza a
vacinacdo. O Estado do Parana possui um total de 126.000 propriedades suinicolas, das
quais 30.000 s&o consideradas industriais. As granjas consideradas GSMD no Estado do
Parana totalizam quarenta e trés, representando portanto 0,14% do numero total de

propriedades industriais. A produg¢do anual de carne suina do Estado do Parana é de



309.800 ton., sendo que 267.900 ton. correspondem ao rebanho industrial (PARANA,
1999).

Acompanhando o crescimento da suinocultura no Estado, vem as exigéncias do
mercado consumidor de carne de alta qualidade, proveniente de rebanhos com
adequado controle sanitario. Para tanto, foram criados programas de controle e
erradicagdo das enfermidades de maior importancia na producgao de suinos.

A Peste Suina Classica (PSC), figura como a primeira barreira a comercializagéo
de suinos para paises livres ou em fase de erradicagdo da doenca e, inclusive, entre
alguns estados brasileiros que ja se encontram em etapa final do programa de
erradicagao.

A PSC é uma enfermidade viral que acomete somente suideos, causando
grandes perdas econdmicas por apresentar alta morbidade e mortalidade, podendo
chegar a 100% no rebanho atingido. A doenca € causada por um virus do género
Pestivirus pertencente a familia Flaviviridae (WENGLER, 1991).

A primeira notificacdo desta doenga ocorreu em 1830 em Ohio, Estados Unidos.
Atualmente a PSC apresenta distribuicdo mundial. Nas ultimas décadas alguns paises,
como por exemplo os Estados Unidos, o Canad4 e a Inglaterra, tém tido sucesso na
erradicagdo dessa virose. Nos paises onde a PSC € enzodtica, a doencga € de grande
importancia econdmica (VAN OIRSCHOT & TERPSTRA, 1989).

Em 24 de janeiro de 1927, foi criado o “Office International des Epizooties” (OIE),
com sede em Paris, do qual o Brasil € membro fundador, e cuja responsabilidade é
disciplinar, no ambito internacional, a regulamentagdo, a programacgao e a investigacao

de experiéncias sobre patologia e profilaxia das doengas animais, constituindo-se no



forum maximo da Medicina Veterinaria. A OIE edita o Cédigo Zoosanitario Internacional
que regulamenta todas as normas para transito, importacdo e exportagdo de animais e
seus produtos, bem como as técnicas de diagndstico e vacinas que devem ser utilizadas
(BRASIL, 1980).

No Brasil, a primeira citagdo da ocorréncia de PSC foi em Minas Gerais, em
1888, por Lacerda (BRASIL, 1980). Por um periodo relativamente longo ndo houve mais
registros da sua ocorréncia, até que em 1931 a doenga foi relatada no Estado de Séo
Paulo, permanecendo latente, sem ocasionar problemas significativos até 1939, quando
se manifestou de forma particularmente virulenta. No Brasil, coube ao Instituto Bioldgico
de Séo Paulo, ap6s muitos esforgos, a preparagédo da primeira vacina e de soro eficientes
no combate @ PSC (D'APICE, 1945 e SILVA, 1949).

A incidéncia de surtos graves de PSC fez-se sentir notadamente nos Estados do
Rio de Janeiro e Minas Gerais em 1946, chegando finalmente ao Estado de Sio Paulo,
no municipio de Ourinhos e, em seguida, Jacarezinho, no Norte do Parana. A partir de
entdo foi dado inicio ao programa oficial de controle desta enfermidade em todo o pais
(VALLE, 1951).

O Programa Nacional de Controle da Peste Suina Classica, implantado pelo
Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAA) em 1946, baseou-se na vacinagao,
no controle de transito de animais e em outras medidas sanitarias (BRASIL, 1980).

Em 22 de janeiro de 1980, a Comunidade Econdbmica Européia, através da
Diretiva do Conselho 80/217/ECC, introduziu as medidas comunitarias para o controle da
PSC. Sendo assim, a presenga da enfermidade no rebanho brasileiro criou barreiras ao

comércio da carne suina para a Europa. A partir dessa data, a PSC passou a ser



controlada nos estados do sul do Brasil, por ser considerada a area de maior
concentragéo de criatorios de suinos do Pais (BRASIL,1992a).

Através da portaria 11/92 de 26 de margo de 1992, da Secretaria Nacional de
Defesa Agropecuaria (SNAD), foi baixada instrugcdo normativa para o programa de
controle e erradicagédo da PSC. O programa envolveu o aprimoramento do diagnéstico
virolégico e a implantacdo de métodos sorolégicos (FREITAS, 1993). Dentro das
estratégias de atuagdo, foram criadas areas distintas nos Estados do Rio Grande do Sul,

Parana e Santa Catarina.
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Figura 1. Estado do Paran4, divisdo das Areas | e Il para o Programa de Controle e Erradicagdo da Peste
Suina Classica (Brasil, 1992b)




Os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina foram considerados como
Area | (sem vacinacdo), o Estado do Parana foi subdividido em Area | (sem vacinagéo) e
Area Il (vacinagdo obrigatéria), sendo que a Area | correspondia as regides Oeste e
Sudoeste (Figura 1) que compreendia 65 municipios (BRASIL, 1992a). Com a suspensao
total da vacinacdo no Estado do Parana, em 1994, houve necessidade de maior
vigilancia sanitaria, incluindo a remessa ao laboratério de grande numero de amostras de
orgédos de suinos abatidos em frigorificos com inspe¢do e fragmentos de O6rgaos
provenientes de granjas com qualquer suspeita clinica da doenc¢a, para isolamento viral,
ou seja, para a monitorizacdo de atividade viral nos rebanhos. Trés anos apés a
suspensao da vacinagdo, quando o numero de animais ndo submetidos a vacinagao ja se
tornara significativo, a monitorizagao sorolégica tornou-se pratica de rotina de grande

valia no controle e na erradicagdo da doenga (BRASIL, 1992b).

O Estado do Parana encontra-se em fase final do programa de erradicagao da
PSC, sendo que a vacinagéo passou a ser proibida em setembro de 1994, e o ultimo foco
registrado até entdo, foi em junho de 1993. A vigilancia sanitaria dos rebanhos passou a
ser feita através de amostragens soroldgicas. No periodo compreendido entre junho de
1993 e outubro de 1997 no foi detectada atividade viral (PARANA 1993-1997).

No Centro de Diagnéstico “Marcos Enrietti” (CDOME / SEAB), em outubro de 1997,
foi isolado o virus da PSC a partir de amostras enviadas do municipio de Séo Pedro do
Iguagu, localizado na regido de Toledo no sudoeste do Estado, a qual é responsavel por

40,11% da producéo total de suinos do Estado (PARANA,1997a ; PARANA, 1999).



Na propriedade registrada como o primeiro foco da doenca, a manifestagéo clinica
foi evidente em animais com idade entre dois e trés meses, 0s quais apresentaram febre,
apatia, sonoléncia, tremores, manchas avermelhadas na pele, conjuntivite, diarréia,
vomito, tremores, posicéo de “céo sentado” e tendéncia em agrupar-se. No segundo foco
da doenca, uma propriedade produtora de leitbes, os maiores problemas foram
encontrados nas matrizes, as quais apresentaram febre alta e abortamento no tergo final
da gestagédo, e na creche, com mortalidade de leitbes entre 30 e 35 dias de idade
apresentando 0os mesmos sinais clinicos ja citados para o primeiro foco (PARANA,
1997b).

Uma das medidas profilaticas de emergéncia adotadas durante o foco foi o
sacrificio e a incineragdo de cerca de 2000 animais e a interdicdo das propriedades
contidas num raio de 3 km, denominada area de protecdo, de onde foram colhidas
amostras para diagnostico laboratorial nos dias 0 e 35 ap6s o inicio do primeiro foco e, a

seguir, num raio de 10 km, denominada de zona de vigilancia (PARANA, 1997c¢).

Em 15 de maio de 1998, foi oficialmente proibida a vacinagéo contra PSC em todo
o pais (BRASIL, 1998). A partir daquela data, a vacina s6 pode ser usada sob estrito
controle oficial, em areas limitadas em torno de focos onde o diagndstico tenha sido

confirmado em laboratério autorizado (SOBESTIANSKY et al., 1999).

A proibi¢cdo da vacinagao nos paises que desejam ser considerados livres da PSC,
apoia-se no fato de n&o ser possivel diferenciar os anticorpos vacinais daqueles devidos

a infecgéo.



Atualmente, os estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas
Gerais e Mato Grosso foram declarados livres da doenca. Estes estados deverao realizar
monitorizagbes soroldgicos periodicos, com vistas a confirmagdo da auséncia da

circulagcdo do virus nas regidées mencionadas (BRASIL, 1998).

1.1. OBJETIVO GERAL

1) Verificagdo da soroprevaléncia de anticorpos contra a PSC e de virus circulante da
PSC no rebanho suino do Estado do Parana, no periodo compreendido entre marco de

1997 e junho de 2000

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar a precis&o das técnicas utilizadas para triagem (ELISA — Enzyme linked
Immunosorbent assay) e confirmagdo (virusneutralizagdo) da presenga de anticorpos
contra PSC no soro sanguineo dos suinos.

2) Comparar a precisdo entre as técnicas utilizadas para a detecgdo de antigeno da
PSC, das provas de imunofluorescéncia e imunoperoxidase em cortes histoldgicos,

isolamento viral em cultivos celulares e ELISA de captura de antigeno.



3) Verificagdo de reagdes sorologicas cruzadas entre Peste Suina Classica e Diarréia
Bovina Viral, tanto na técnica de ELISA para deteccdo de anticorpos, como na

virusneutralizacgao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. DEFINIGAO

A Peste Suina Classica (PSC) € uma enfermidade viral altamente contagiosa que
acomete os suinos. A infeccdo pode ter curso agudo, subagudo, cronico, atipico ou
inaparente. A PSC em sua forma aguda € causada por cepa de alta viruléncia e
geralmente resulta em altas taxas de morbidade e mortalidade podendo chegar a 100%.
Por outro lado, infecgbes com cepas de baixa e moderada viruléncia determinam o
aparecimento das formas clinicas atipicas, cronicas ou subclinicas da doenga podendo
passar desapercebidas (MENGELING & PACKER, 1969; VAN OIRSCHOT, 1980;
TERPSTRA, 1991; OIE, 2000a). Todavia, tais cepas de baixa viruléncia podem causar
mortalidade em fetos e leitdes (VAN OIRSCHOT, 1992).

Segundo TERPSTRA (1991), o suino é a espécie na qual a doenga é reconhecida
naturaimente. Todas as ragas e idades sao susceptiveis. No entanto, os adultos

geralmente tem maiores chances de sobreviver a infeccdo. Podem também ocorrer
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naturalmente surtos de PSC em javalis (Sus scrofa ferus). THIEL et al. (1996), citam
como hospedeiros naturais da PSC os membros da familia Suidae.

O espectro de hospedeiros das pestiviroses € de consideravel importancia pratica
nos animais domesticos. Originalmente essas viroses foram isoladas das espécies nas
quais induz a doenga, como a PSC em suinos BVD (Diarréia Bovina Viral) em bovinos e
BD (Border Disease) em ovinos, mas logo tornou-se claro que com facilidade cruzavam a
barreira entre as espécies. Nas condicdes de campo, as infeccbes de suinos por
pestiviroses de ruminantes, como bovinos, ovinos ou caprinos, sdo frequentemente
observadas. Normalmente, os suinos tornam-se virémicos e desenvolvem imunidade
sem apresentar os sinais clinicos da doenga. Contudo, existem registros de pestiviroses
de ruminantes induzindo sinais clinicos em suinos que se assemelham aos das cepas de
baixa viruléncia da PSC (TERPSTRA & WENSVOORT,1988; VANNIER et a/., 1988). Em
experimentos recentes tem sido demonstrado que a PSC pode ser transmitida para
ovinos, caprinos e também bovinos (CABREY et al., 1976; TERPSTRA & WENSVOORT,
1988; DAHLE et al., 1991; DAHLE et al., 1993; THIEL et al., 1996).

As epidemias de PSC na Europa, nos ultimos anos, resultaram em perdas
econdmicas substanciais. Os paises mais severamente afetados foram a Holanda, a
Alemanha e a Espanha, onde foram abatidos 10 milhdes, 2 milhGes e 1 milhdo de suinos
respectivamente e, ainda com perdas menores a Bélgica e a ltalia, as perdas econdmicas
puderam ser avaliadas em mais de 4 bilhdes de délares (KRETZDORN, 1998;
SCNEIDEREIT, 1998).

Sendo assim, grande importancia econdémica é atribuida a PSC na suinocultura

industrial, porque além de diminuir a produtividade do plantel nas suas formas cronicas e
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causar alta taxa de mortalidade nas agudas, limita a movimentagcdo e a comercializagcédo
de animais e seus subprodutos para regides e paises onde a doenga ja foi erradicada ou

esta em processo de erradicagio.

2.2. ETIOLOGIA

O virus da PSC pertence a familia Flaviviridae , género Pestivirus (WENGLER,
1991). Os virus da “Diarréia Viral dos Bovinos” e o virus da “Border Disease” ou “Doenca
da Fronteira” dos ovinos também pertencem ao género Pestivirus. Os Pestivirus estao
intimamente relacionados entre si tanto estruturalmente, como antigenicamente (OIE,
2000a). Existem reagbes cruzadas de intensidade variavel, sorologicamente detectaveis,
entre os trés Pestivirus reconhecidos (DARBYSHIRE, 1960; PATON ef al., 1995;
SOBESTIANSKY et al.,1999).

O virus da PSC mede 40-50 nm de diametro e densidade em coluna de CsCl
entre 1.15 e 1.17 g/mL, com um nucleocapsideo de forma hexagonal medindo cerca de
29 nm. E um RNA virus envelopado que contém pelo menos trés polipeptideos
estruturais (VAN OIRSCHOT, 1980). Possui duas glicoproteinas, a E2 (gp51-gp54) com
peso molecular de 55.000 daltons e E™ (gp44-gp48) com 46.000 daltons localizadas na
superficie e E1 (gp31) com 36.000 daltons e uma proteina néo glicosilada localizada no
nucleocapsideo (COLIJN et al., 1997). A glicoproteina E2 do envelope contém os
maiores determinantes antigénicos, os quais desempenham importante papel na

virusneutralizacdo (WENSVOORT ef al., 1990).
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A fita simples de RNA do virus é infectante e possui comprimento de 12 kb. Existe
um alto grau de homologia na sequéncia de nucleotideos dos genomas, cerca de 66%, e
' nos aminoacidos, cerca de 85%, entre as cepas dos virus da PSC e de BVD, justificando,
desta forma, a necessidade de diferenciacdo entre as duas cepas apos o isolamento
(MEYERS & THIEL, 1989; MOORMANN et al., 1990).

Através de métodos fisicos, a inativagdo do virus da PSC depende do meio onde
se encontra a amostra. Assim, a infectividade é perdida em fluidos de cultivo celular apés
10 minutos a temperatura de 60° C. No entanto, em sangue desfibrinado o virus ndo é
inativado apds 60 minutos a 64° C ou apds 30 minutos a temperatura de 68° C
(TERPSTRA, 1991). O virus se mantém estavel em uma faixa de pH entre 5 e 10, acima
e abaixo destes valores a infectividade é rapidamente perdida. Os solventes lipidicos
como o éter, cloroféormio e desoxicolato inativam rapidamente o virus. O desinfetante de
eleicdo utilizado € o hidroxido de sddio a 2%. Nas baias e em dejetos o virus perde a
infectividade em poucos dias. Em animais mortos, ndo submetidos a conservagéo, o
virus permanece viavel por poucos dias. Nas carcagas refrigeradas, pode persistir ativo
por mais de um més e, na carne congelada, por mais de quatro anos. E refativamente
resistente as influéncias ambientais externas, especialmente ao frio e a dessecacao
(SOBESTIANSKY et al., 1999).

A confirmagdo do diagnéstico da PSC deve ser laboratorial, uma vez que existe
uma grande variabilidade nos sinais clinicos e em lesdes post-mortem, que nao sao
patognoménicas. Isto é absolutamente necesséario, tendo em vista as sérias
consequéncias de um foco de PSC para o comércio de suinos e produtos suinos (OIE,

2000a).
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Os Pestivirus podem ser propagados em cultivos primarios de célula e de
linhagem das respectivas espécies hospedeiras. O BVDV & um contaminante comum do
soro fetal bovino utilizado como fator de crescimento nos meios para cultivos celulares
(POTGIETER, 1992). A contaminagdo do soro fetal bovino muitas vezes dificulta o
diagnéstico, levando a resultados inesperados ou ainda quando utilizado na produgéo
industrial, resultar em produtos impuros; um exemplo pratico ocorreu na produgao de
vacina com virus vivo para suinos, que foi responsavel por veicular o virus da PSC, fato
também ocorrido com BVD (THIEL et al.,, 1996; VANNIER et a/,, 1988; WENSVOORT &
TERPSTRA, 1988).

A maioria das cepas dos Pestivirus crescem em cultivos celulares sem induzir
efeito citopatico, sendo designados de nao citopatogénicas (THIEL et al.,1996).

Embora o virus da PSC possa replicar-se em células originarias de outras
espeécies, os cultivos celulares de rim de suinos sdo mais frequentemente indicados para
o isolamento viral. A replicagdo viral é restrita ao citoplasma celular. A primeira progénie
de virus € liberada das células nas primeiras cinco a seis horas apods a infecgdo. Sob
condi¢des de um ciclo normal de crescimento, ha um aumento exponencial do titulo viral
até quinze horas apés a infecgéo, apds 0 qual o virus continua sua replicacdo em alto
nivel por varios dias. Em cultivos celulares o VPSC (virus da peste suina classica)
dissemina-se através do meio de cultivo, para as células vizinhas por meio das pontes
citoplasmaticas e por diviséo celular para as células filhas. Em raz&o da maturacgao viral
ocorrer nas membranas intracitoplasmaticas, torna-se dificil detectar antigenos virais na

superficie da membrana das células infectadas (VAN OIRSCHOT, 1992).
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2.3. EPIDEMIOLOGIA

O virus da PSC é eliminado pelo animal doente ou portador, por todas as
secregdes e excregdes, que se constituem nas principais fontes de infeccéo. ApGs 48-72
horas de infecgéo, o virus ja pode ser isolado das fezes, da urina e da saliva. No sangue,
sua concentragdo maxima € atingida ao redor do 5° ao 8° dias pés infecgdo
(SOBESTIANSKY et al., 1999).

Segundo TERPSTRA (1991), o virus pode ser transmitido, experimentalmente
pelas vias oral, intranasal, conjuntival, genital e parenteral. As vias oral e nasal sao
provavelmente as mais comuns no campo, embora possam também ocorrer infecgbes via
pele lesionada. A transmiss@o mecanica pelo homem € de grande significancia nas areas
com alta densidade de suinos e de granjas de suinos (TERPSTRA,1987). Os produtores,
castradores, inseminadores e veterinarios podem transmitir o virus através de
instrumentos contaminados e drogas de uso via parenteral. A pratica comum na medicina
veterinaria de ndo trocar seringas e agulhas e de nao descartar particularmente os
frascos usados entre rebanhos diferentes é motivo de preocupagao. A transmissao pelo
ar foi dificil de estabelecer em condigbes experimentais (TERPSTRA,1987). A
transmissdo por roupas contaminadas, botas, pequenos animais e roedores, € rara,
sendo que a quantidade de virus transmitida desta forma é normalmente abaixo da dose
infectante minima para os suinos (TERPSTRA, 1991).

LAEVENS et al. (1998) confirmaram experimentalmente que em leitdes o virus da
PSC ¢é altamente contagioso pelo contato direto. Através do ar, o virus foi transmitido

para um grupo sentinela somente apds todos 0s animais da baia infectada estivessem
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em fase de viremia. Por outro lado, roupas contaminadas ndo mostraram significante
contribuicdo para a disseminag¢do da doenga.

Segundo DE SMIT et al. (1999a), suinos adultos infectados com o VPSC, podem
excretar virus com o sémen e podem, subsequentemente, transmiti-lo para fémeas e
seus fetos via inseminacéo artificial. Nesse experimento houve isolamento viral a partir do
sémen coletado desde 5 até 11 dias apds a inoculagao viral.

O virus pode circular em suinos selvagens, sendo que tais populagées infectadas
representam um risco em potencial para os suinos domésticos, tanto. pela cadeia
alimentar como pelo contato direto, como pode ocorrer em areas onde os suinos sdo
mantidos em criagdes livres (TERPSTRA,1991).

Segundo VAN OIRSCHOT (1980), as caracteristicas do individuo, como a idade,
constituicdo genética, condi¢do nutricional e resposta imune podem influenciar de
maneira marcante na susceptibilidade do animal, mas esses fatores do hospedeiro
alteram somente os quadros clinicos e a susceptibilidade onde estdo envolvidas as cepas
de moderada viruléncia. Tais alteragdes ndo se manifestam comumente quando se trata
de infecgGes por cepas de baixa ou alta viruléncia.

DEPNER et al. (1997), relacionaram as mudangas de quadro clinico observadas
nao somente com a cepa viral envolvida mas também com as caracteristicas genéticas
dos suinos, evidenciando portanto, que o gendtipo dos animais tem consideravel
influéncia na forma de manifestagao clinica da doenca.

Muitos paises, incluindo aqueles da Comunidade Européia, apoiam seus
programas de erradicagao no diagndstico rapido e no abate dos rebanhos infectados,

suplementados por outras medidas de controle. Ainda com estas medidas a PSC néo
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tem sido eliminada em muitos paises. Isto pode ser explicado pela alta densidade
populacional de suinos em determinadas areas, o movimento de suinos e seus
subprodutos por longas distancias, e a frequente dificuldade em rastrear o inicio dos
focos da doenga. O surgimento de cepas do virus de PSC de reduzida viruléncia é,
também, um dos fatores mais importantes para explicar a falta de sucesso nos
programas de erradicagéo até o momento (VAN OIRSCHOT, 1980). Tais cepas causam
infecgbes persistentes e inaparentes que sdo clinicamente dificeis de reconhecer e
portanto, podem ser diagnosticadas somente apds a transmissé@o do virus para outros
rebanhos (CORTHIER, 1978; TERPSTRA et al., 1984; VAN OIRSCHOT & TERPSTRA,
1989; EDWARDS, 1990).

VAN OIRSCHOT & TERPSTRA (1977a), descreveram a infecgdo congénita da
PSC caracterizada por viremia persistente, excre¢do continua do virus e aparecimento
tardio da doenc¢a, com a morte ocorrendo entre 2 e 11 meses apds o nascimento. Em um
segundo trabalho, VAN OIRSCHOT & TERPSTRA (1977b), relataram que nesses
animais com infecgdo congénita, apds o desaparecimento dos anticorpos maternais, nao
foram mais detectados anticorpos contra o Virus da Peste Suina Classica (VPSC) e que
o seu tempo médio de sobrevivéncia € de 6 meses. Todavia, os animais mostraram
resposta imune normal frente a outros dois antigenos nao relacionados. Essas
observagdes sugerem a presenca de imunotolerancia. A imunidade mediada por células
mostrou-se normal.

Da mesma forma, ocorrem infecgdes congénitas com BDV (virus da border
disease) ou BVDV em suinos, podendo ser acompanhadas por sinais clinicos e lesbes

post-mortem semelhantes as apresentadas nas formas cronicas da PSC, apresentando



17

ainda o quadro de imunotolerancia (TERPSTRA & WENSVOORT, 1988; VANNIER et al.
1988; TERPSTRA & WENSVOORT, 1997).

A imunotolerancia é um fendmeno de ocorréncia rara, resultante de infecgbes
transplacentarias por amostras de VPSC de baixa patogenicidade, nas fases iniciais da
gestacdo (VAN OIRSCHOT, 1983). Esses animais eventualmente morrem em
consequéncia da doenga . O quadro classico de portador sadio, como observado em
infecgdes por virus da BVD, onde o animal permanece sadio indefinidamente, nao se

verifica na PSC (SOBESTIANSKY et al., 1999).

2.4. PATOGENIA

Em condi¢bes naturais, a rota de entrada do virus da PSC no hospedeiro é a
oronasal (VAN OIRSCHOT & TERPSTRA, 1989). As infecgbes naturais por cepas de alta
viruléncia sao caracterizadas por uma fase linfatica, virémica e visceral (TERPSTRA,
1991). Apbs a replicacao inicial nas células epiteliais das criptas das tonsilas, o virus
invade o tecido linforreticular de onde é drenado para todos os linfonodos regionais,
replicando-se e dando inicio a fase viréemica (DUNNE & LUEDKE, 1959b, RESSANG,
1973). Grandes quantidades de virus sdo produzidas nos tecidos alvo secundarios, como
baco, linfonodos viscerais, medula éssea e trato digestivo. Isto resuita em um alto nivel
de virus no sangue e a invasdo dos 6rgéos parenquimatosos, do trato respiratorio e do
sistema nervoso central. A infecgcdo parece ser mediada via fagocitose pelas células
reticulo endoteliais e pelo crescimento do virus através do endotélio vascular. A

replicagdo viral nos leucdcitos e nas células do sistema reticulo endotelial ocasiona
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leucopenia e predispée o animal a infecgdes bacterianas secundarias. As cepas de alta
viruléncia atingem todo o organismo dentro de cinco a seis dias (TERPSTRA,1991).

As infecgbes por cepas de moderada viruléncia seguem a mesma via das cepas
de alta viruléncia, porém, o processo é mais lento e a concentragéo de virus no sangue e
nos o6rgéos tende a ser mais baixa. As infecgbes por cepas de baixa viruléncia séo
restritas principalmente a fase linfatica, sendq a fase virémica curta (TERPSTRA, 1991).

A infeccéo de fémeas prenhes pode resultar em transmisséo transplacentaria em
todas as fases da gestacdo. O virus normalmente se espalha via hematogénica e cresce
em um ou mais locais através da placenta e subseqientemente passa de feto para feto
(VAN OIRSCHOT, 1979a). Os fetos tornam-se virémicos e a disseminagéo do virus nos
tecidos parece ser similar aquela que ocorre com infeccdo pds natal por cepa de alta
viruléncia. As consequéncias de uma infecgéo intrauterina dependem de varios fatores
como, por exemplo, a fase da gestacdo e a viruléncia da cepa envolvida. Os fetos
infectados durante os primeiros quarenta e cinco dias de gestagdo sdo mais propensos a
morte pré-natal ou a desenvolverem infeccdo persistente e tolerancia imunoldgica, ao
contrario do que ocorre com os fetos infectados aos sessenta e cinco dias ou mais tarde.
Por outro lado, os fetos infectados com cepas de moderada viruléncia nos ultimos
quarenta e cinco dias de gestag&o apresentam com maior frequéncia sinais da doenga no
nascimento ou logo apds o nascimento, ou eliminam o virus nos casos de cepas de baixa
viruléncia (VAN OIRSCHOT,1979b; VIDOR, 1980).

Nas formas clinicas de evolugdo mais lenta, deve-se considerar a importante agao
patogénica de agentes secundarios, nas lesdes observadas na necropsia, principalmente

a associagao da infeccdo com Salmonella choleraesuis (SOBESTIANSKY et al., 1999).
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2.5. SINAIS CLINICOS

Com base nos sinais clinicos & possivel distinguir um curso agudo, subagudo ou
cronico da PSC.

Nos casos agudos, sdo observadas hipertermia, anorexia e leucopenia apdés um
periodo de incubagdo de dois a quatro dias. Posteriormente, podem aparecer
conjuntivite, lesbes hemorragicas na pele e sinais de problemas digestivos e do trato
respiratorio. Durante os estagios finais da doenga, os suinos mostram fraqueza dos
membros posteriores, normalmente seguida por paresia. Podem também ocorrer
convulsdes durante a forma aguda. Em geral, os animais infectados morrem dentro de
vinte dias ap6s a infecgdo (TERPSTRA, 1991, LAEVENS et al., 1999).

Nos casos subagudos, os animais afetados mostram um quadro clinico similar,
porem, menos severo do que no agudo, ap6s um periodo de incubagéo prolongado. Os
animais sucumbem dentro de trinta dias pds infecgdo (VAN OIRSCHOT, 1980).

O quadro patoldgico da PSC aguda e subaguda é o de uma doenga septicémica,
caracterizada por hemorragia petequial muitipla e equimética, devido a degeneracédo do
endotélio capilar e a uma falha no mecanismo da coagulagdo sanglinea. As lesGes
histopatoldgicas consistem de necrose linféide e deple¢do de linfocitos, acompanhadas
de hiperplasia das células reticulares (VAN OIRSCHOT, 1980).

Quando os animais sobrevivem além de ftrinta dias, a infecgdo € considerada
cronica (MENGELING & PACKER, 1969). Tais infecgbes sdo caracterizadas por periodos
prolongados e intermitentes de anorexia, febre, viremia e diarréia. Pode ocorrer alopécia

seguida de dermatite. As infecgbes persistentes levam a um severo retardo no
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crescimento com consequente aparecimento de animais refugo. Os animais com infecgao
cronica podem permanecer doentes por meses antes de morrer (VAN OIRSCHOT &
TERPSTRA, 1977a).

As fémeas prenhes infectadas por cepas de moderada a baixa viruléncia podem
desenvolver a sindrome da fémea portadora. Dependendo do estagio da gestacdo e da
viruléncia da cepa envolvida, as infecgbes congénitas podem resultar em aborto,
mumificagdo fetal, natimortos, nascimento de leitdes fracos e com tremores, morte logo
apos o nascimento ou leitdes aparentemente sadios mas persistentemente infectados.
Os leitdes fracos recém nascidos comumente desenvolvem alopécia, hidropsia e edema
subcutaneo ou, menos frequentemente, ma formagdo visceral e necrose das
extremidades. A maioria dos leitdes sao infectados via intrauterina e morrem logo apés o
nascimento, mas cepas de baixa viruléncia podem ocasionar o aparecimento tardio do
quadro clinico. Essa forma é caracterizada pelo desenvolvimento normal do leitdo por
vérias semanas ou meses antes do aparecimento dos sinais da doenga, tal como
anorexia moderada, depressdo, conjuntivite, dermatite, diarréia intermitente e disturbios
na locomogéo (VAN OIRSCHOT & TERPSTRA, 1977a). A temperatura corporal € normal
ou levemente elevada, a contagem de leucécitos € de normal a levemente alterada com
uma tendéncia a desenvolver leucocitose no estagio final da doenga.

As cepas de moderada viruléncia normalmente causam infecgbes inaparentes
resultando em uma doenga moderada e transitéria (TERPSTRA,1991).

Em infecgbes experimentais, por LAEVENS et al. (1998, 1999), os primeiros sinais

clinicos da doenga, apos a inoculagdo de uma cepa de campo do virus da PSC isolada
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na Bélgica, foram apatia, diminuigdo do consumo de alimento e aumento da temperatura

retal.

2.6. DIAGNOSTICO

O diagnéstico da PSC € uma combinagéo entre anamnese, diagnésticos clinico e
laboratorial. O diagnéstico precoce a partir dos animais infectados €& de grande

importancia para conter a disseminagao da doencga.
2.6.1. DIAGNOSTICO CLINICO

Os focos de PSC aguda tipica podem ser diagnosticados a campo com certeza
razoavel baseados em uma anamnese precisa € minuciosa investigacdo clinica e
patologica. A anamnese do foco de PSC freqlentemente inclui: compra recente de
animais, casos de PSC nas adjacéncias da propriedade, alimentacdo com lixo ou visita
recente de pessoas em contato com suinos. A PSC aguda se alastra rapidamente entre
animais de todas as idades e ha alta mortalidade uma a duas semanas apos o
aparecimento dos primeiros sinais clinicos. A necropsia, lesdes significativas para o
diagnédstico sdo hemorragias nos linfonodos, rins e outros érgaos e bacgo enfartado.

Séo sugestivas de PSC aguda as observacgdes de febre alta (40,5 a 42° C), afetando
tanto animais jovens como adultos, associada a conjuntivite e a presenga de
descoloragdo vermelho - azulada nas superficies cutaneas das orelhas, focinho,

abddmen e face interna dos membros, associados a um quadro geral de apatia, anorexia
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e agrupamento dos animais enfermos. A identificacdo de leucopenia acentuada e
trombocitopenia grave, com linfocitose relativa, representam importantes informacdes de
apoio ao diagnostico da PSC ( SOBESTIANSKY et al., 1999).

A PSC aguda pode ser confundida patolégica e clinicamente com peste suina
africana, salmonelose septicémica, pasteurelose, estreptococose, erisipelas ou infecgao
com Haemophilus suis (VAN OIRSCHOT, 1992). Hemorragias generalizadas nao
acompanhadas de febre podem sugerir, em animais jovens, uma trombocitopenia ou, em
todas as idades, agao do dicumarol ou outros venenos. O quadro clinico da PSC cronica
pode ser confundido com problemas nutricionais, enterotoxemia por Escherichia coli ou
Clostridium perfringens e desinteria causada por vibrido por causar diarréia, retardo no
crescimento ou desenvolvimento de animais refugo (TERPSTRA, 1991). Em muitos
paises onde os programas de erradicagdo recomendam o abate dos rebanhos positivos,
qualquer diagnéstico clinico deve ser confirmado em laboratdrio, em funcdo das graves

consequéncias de um foco de PSC (VAN OIRSCHOT, 1992).
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2.6.2. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A grande variabilidade nas manifestagdes clinicas da PSC normalmente impede o
diagnéstico baseado somente nos achados clinicos e patolégicos. Os métodos
laboratoriais s&o portanto, essenciais para um diagndstico seguro da PSC.

O diagnostico laboratorial da PSC é baseado na detecg&o do antigeno viral nos
tecidos do animal sob suspeita, pela técnica de imunofluorescéncia direta, em cortes
histologicos por micrétomo com criostato. Em alguns casos, é necessario o isolamento
viral em cultivos celulares. Sob algumas circunstancias, a sorologia tem valiosa
contribui¢do no controle da doenga. Quando o diagndstico € baseado na detecgédo de
anticorpos, € necessaria a diferenciacdo entre PSC e BVD ( VAN OIRSCHOT, 1980).
Como os suinos podem ser, e comumente s&o infectados com BVDV (virus da diarréia
bovina viral), o diagndstico sorologico deve basear-se nos testes de virusneutralizagéo
cruzada e, mais recentemente, nos testes de ELISA de captura de antigeno (ERICKSON,
1992).

O meio de cultivo celular para as linhagens PK15 e MDBK, contém
obrigatoriamente, soro fetal bovino como um fator de crescimento. A qualidade do soro
fetal bovino é fundamental, pois um soro que esteja contaminado com o virus da BVD ou
ainda contenha anticorpos neutralizantes contra o virus da BVD, vai comprometer
totalmente o resultado de um diagndstico, para tanto muitos estudos tem sido
direcionados para a eliminacéo do uso de soro fetal bovino no meio de crescimento dos
cultivos celulares. SAKODA et al. (1998b), estabeleceram uma linhagem celular (CPK-

NS) que dispensa o uso de soro fetal bovino no meio para o cultivo celular.
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2.6.2.a. Detecgao do antigeno viral

O teste de imunofluorescéncia, a partir de cortes histolégicos em microtomo com
criostato, € um método rapido, seguro e pode ser usado para a detecgdo direta do
antigeno viral. As amostras podem ser colhidas de animais mortos ou doentes e enviadas
ao laboratério sem adi¢do de conservantes, sob refrigeracdo, mas nao congeladas. Os
orgéos de eleicdo para o diagnostico laboratorial séo as tonsilas, bago, rim, linfonodos
submandibulares e mesentéricos e a por¢cao distal do ileo. A tonsila, que é o primeiro
tecido a tornar-se positivo para a detecgdo do antigeno, apoés a exposi¢céo ao VPSC, é o
6rgéo de eleicdo para detecgéo do antigeno viral (RESSANG, 1973). A porgao distal do
ileo é freqiientemente positiva para detecgéo viral nos quadros clinicos mais prolongados
da PSC. A auséncia de antigeno viral em varios tecidos nao exclui a PSC como causa de
foco. Quando a suspeita se mantém, mais animais devem ser examinados e deve-se
proceder a tentativa de isolamento viral em cultivo celular da linhagem PK15 - CCL33
(ATCC, 2000), células de rim de suino normal. O teste de imunofluorescéncia nos tecidos
é sensivel, especifico, simples, rapido e confiavel, razéo pela qual tornou-se a técnica de
diagnostico oficial para muitos programas de erradicagdo da PSC (VAN OIRSCHOT,
1992).

Como o VPSC e BVDV sao antigenicamente semelhantes, a imunofiuorescéncia com
anticorpos policlonais falha em discriminar entre os antigenos da PSC e BVD. Quando
suinos s&o infectados com BVDV podem resultar em diagnéstico falso positivo para PSC.

Para diferenciar entre VPSC e BVDV pode-se langar mdo do diagnéstico de

neutralizagdo cruzada a partir de soro sangliineo de animais em contato com o animal
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suspeito, porém, esse é um diagndstico laborioso e a obtengao do resultado é demorada.
Uma diferenciagdo rapida pode ser feita com 0 uso de anticorpos monoclonais,
conjugados com peroxidase ou outro imunomarcador, em cortes histologicos ou em
cultivos celulares inoculados com material suspeito (WENSVOORT et al., 1989 a:
EDWARDS et al., 1991; EDWARDS & PATON, 1995).

Em suinos vacinados contra PSC com a cepa Chinesa (C) atenuada, o antigeno viral
pode ser demostrado nas tonsilas por imunofluorescéncia direta por até duas semanas
apds a vacinagdo. Portanto, nas areas onde é praticada a vacinagdo, pode tornar-se
necessaria a diferenciagdo entre cepas virais de campo e a cepa vacinal, que pode ser
realizada com anticorpos monoclonais conjugados com imunoperoxidase (WENSVOORT
et al., 1986). As cepas virais lapinizadas também podem ser diferenciadas das cepas de
campo por sua habilidade em induzir febre e a producéo de anticorpos contra VPSC,
apés inoculac@o intravenosa em coelhos (MIHAITA et al., 1969; TERPSTRA, 1978a,
VIDOR, 1980).

O isolamento e a identificagdo dos Pestivirus em cultivos celulares € um método
mais sensivel, porém, mais lento para o diagnostico e a diferenciagéo, do que a detecgao
direta de antigenos virais através dos testes de imunofluorescéncia e imunoperoxidase
em cortes histologicos (BLOEMRAAD, 1997). Segundo DUNNE et al. (1959a), foi
possivel isolar o VPSC a partir de amostras de sangue de suinos, 24 horas apés
inoculagao por via oral.

Um método de apoio mais recentemente utilizado com sucesso é o ELISA de
captura de antigeno, que mostra, como vantagens, alta sensibilidade, facilidade e rapidez

no diagnéstico, a partir de fragmentos de 6rgaos (ERICKSON, 1992). Como a técnica de
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ELISA baseia-se na captura de antigeno, a viabilidade do virus ndo prejudica a obtencéo
de resultados positivos a partir de materiais sem as condi¢gdes 6timas para o isolamento
viral em cultivo celular. O ELISA de captura de antigeno foi suficientemente sensivel para
detectar o VPSC a partir de amostras de 6rgéos linféides em autdlise (LIPOWSKI ef al.,

1998).

2.6.2.b. Detecgédo de anticorpos

A detecgdo de anticorpos especificos €& particularmente usada em rebanhos
suspeitos de infecgdo onde a deteccdo de antigeno tenha falhado e em fases finais de
programas de erradicagdo, para detectar rebanhos com infec¢do subclinica. O
diagndstico sorolégico € de substancial importancia quando o pais deseja tornar-se
reconhecido internacionalmente como livre da PSC (VAN OIRSCHOT, 1992).

A detecgéo de anticorpos contra VPSC pode ser realizada através das técnicas de
imunofluorescéncia indireta (RESSANG & DEN BOER, 1969), imunoperoxidase indireta
(SAUNDERS, 1977), fixagdo de complemento (ESKILDSEN & OVERBY, 1976),
imunodifusdo dupla em &agar gel (PIRTLE, 1965) ou imunoeletro osmoforese
(TERPSTRA, 1978b). Entretanto, nenhum desses testes tem especificidade para
diferenciar entre anticorpos contra VPSC (virus da peste suina classica) e BVDV (virus
da diarréia bovina viral), razéo pela qual os resultados positivos devem ser confirmados
pelo teste de neutralizagdo viral.

Duas técnicas de micro-neutralizacdo sdo utilizadas nos programas de controle e

erradicacdo da PSC, uma delas sendo a virusneutralizagdo com revelagdo por
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imunofluorescéncia - NIFT (LIESS et al., 1976) e a outra a virusneutralizagdo com
revelagdo por imunoperoxidase (HOLM JENSEN, 1981). Em ambos os métodos sdo
utilizados imunomarcadores pela caracteristica ndo citopatogénica da cepa (HOLM
JENSEN, 1981: TERPSTRA et al, 1984; PEARSON, 1992). A virusneutralizagdo pode
ser realizada com cepas de VPSC citopatogénicas (COGGINS & BAKER, 1964,
SAKODA et al., 1998a), mas ndo é comumente utilizada. No entanto, anticorpos contra
BVDV sdo frequentemente observados em suinos e podem induzir neutralizagdo em
baixos titulos contra VPSC (LIESS et al., 1976). Assim deve-se proceder uma prova de
virusneutralizacdo cruzada entre BVDV e VPSC (WENSVOORT ef al, 1989b), na
realidade, uma prova extremamente trabalhosa da qual se obtém resultado somente
apés 4-5 dias, ndo sendo pois apropriada para triagem sorolégica em grande escala.
Outro método valido para detec¢éo de anticorpos e recomendado quando um grande
numero de amostras esta envolvido, € a técnica de ELISA com anticorpos monoclonais
(WENSVOORT et al., 1988; MOENNIG et al., 1990; MULLER et al., 1996; COLIJN et al.,
1997). Na escolha de um ELISA para uso rotineiro € necessario analisar a situagdo na
qual a regido a ser trabalhada se encontra (ex: vacinagéo, prevaléncia da doenga), pois
existem diferengas substanciais de sensibilidade, especificidade entre os varios “kits”

empregados para esse tipo de metodologia.
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2.6.3. CRITERIOS DE VALIDACAO DAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO

As variaveis que afetam a performance de uma prova de diagnéstico e que devem
ser consideradas para a sua validacdo segundo KRAMPS & VAN ROOIJ (1998);
SCHRUIVER & KRAMPS (1998) e OIE (2000b) s&o:

a. Fatores que afetam a concentracdo e a composicdo da amostra (soro) que
podem ser relacionados ao hospedeiro como idade, sexo, raga, estado nutricional,
prenhez, resposta imune, imunidade ativa ou passiva ou nao relacionados ao hospedeiro
como a contaminacdo ou deterioragéo da amostra.

b. Fatores que interferem na precisdo analitica da prova de diagndstico, como
erros técnicos ou de instrumentacio, escolha de reagentes e calibragem, precisdo dos
controles, reagéo devido aos recipientes utilizados, qualidade da agua, pH e ionicidade
dos tampdes e diluentes, temperaturas e tempo de incubagéo, e rea¢des cruzadas.

c. Fatores que influenciam na capacidade de precisdo dos resultados que séo a
especificidade, a sensibilidade do teste e a prevaléncia da doenga na populagao
analisada.

A sensibilidade de um diagnéstico reside na propor¢édo de animais sabidamente
infectados que resultaréo positivos para determinada prova, € os animais infectados que
resultarem negativos, serdo considerados falsos negativos.

A especificidade consiste na propor¢do de animais sabidamente ndo infectados
que vao resultar negativos, enquanto que animais ndo infectados que resultarem

positivos ser&o considerados falsos positivos.
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Embora a sensibilidade e a especificidade sejam importantes caracteristicas de um
teste, o principal parametro € o valor preditivo do diagnostico.

O valor preditivo € a probabilidade com a qual resultados positivos ou negativos no
teste predizem ou traduzem a situagao real da infecgdo nos animais, como auséncia ou
presenca da doenca.

O grau de concordancia entre as provas € medido pelos valores de verdadeiros
positivos e negativos divididos pelo numero total de amostras testadas (Tabela 1).

O valor preditivo do resultado de um teste de diagndstico depende da seguranca
(Tabela 1) que pode ser definida como a somatéria da sensibilidade e da especificidade,
mas acima de tudo, da prevaléncia da doenc¢a na populagéo alvo .

A relacdo entre a especificidade e a sensibilidade & inversamente proporcional.
Um teste ideal seria o que pudesse apresentar- 100% de sensibilidade e de
especificidade, o que n&o ocorre na pratica, pois um aumento da sensibilidade resulta em
um decréscimo da especificidade, e vice-versa.

Tabela 1. Seguranga do teste (sensibilidade e especificidade) e valor preditivo de um diagnéstico
(OIE, 2000b).

Condigado do animal

Infectado N&o infectado

Positivo A (VP) C (FP) A+B
Resultado do teste

Negativo B (FN) D (VN) B+D

A+B C+D A+B+C+D

Sensibilidade = A / (A+B) VP= Positivos verdadeiros
Especificidade = D / (C+D) FP= Falsos positivos
Valor preditivo dos positivos = A / (A+C) VN= Negativos verdadeiros
Valor preditivo dos negativos = D / (B+D) FN= Falsos negativos

Concordancia = A+D / A+B+C+D
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAS

3.1.1. AMOSTRAS DE FRAGMENTOS DE ORGAOS

O total de amostras de 6rgéos de suinos testadas no Centro de Diagnéstico
‘Marcos Enrietti” entre novembro de 1997 e junho de 2000 foi de 631, recebidas de
abatedouros ou frigorificos com fiscalizagdo municipal, estadual e federal, que além do
diagnéstico para PSC, foram também submetidas as provas diferenciais para as doencgas
bacterianas e diarréia bovina viral. Nesse estudo estdo incluidos apenas sete amostras
recebidas das propriedades envolvidas no foco de PSC, em 1997, ja que foi o Unico
episodio onde houve detecgao viral durante o periodo estudado.

Para as provas de deteccdo direta de antigeno viral em cortes histolégicos,
isolamento viral em cultivos celulares e ELISA de captura de antigeno, foram enviados
sob refrigeragédo fragmentos de érgdos como tonsilas, bago, rins, porgéo distal do ileo,

linfonodos e figado.
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3.1.2. AMOSTRAS DE SORO SANGUINEO

Foram testadas 36.507 amostras de soro sanglineo suino, para detecgéo de
anticorpos contra o virus da PSC. Todas as amostras sdo de suinos oriundos de
propriedades do Estado do Parana, podendo ser subdivididas em trés etapas:

a) uma granja de reproducado de suinos que realizou vacinagéo clandestina contra PSC,
de onde foram examinadas 460 matrizes com testes comparativos para detecgcéo de
anticorpos contra PSC entre as técnicas de ELISA e virusneutralizagédo, e ainda,
testes de virusneutralizagao para detecgéo de reagao cruzada entre PSC e BVD.

b) propriedades analisadas classificadas como granjas de suinos com minimo de
doenc¢as — GSMD (controladas para brucelose, leptospirose e doenga de Aujeszky e
livres de PSC), granjas de pequeno e médio porte e ainda pequenas propriedades
com poucos animais, chamadas de “ fundo de quintal” ou suinocultura de subsisténcia
em um total de 36.095 amostras de soro.

c) amostras de soro sanguineo de suinos colhidas de sete animais durante o foco de

PSC em 1997, em Sao Pedro do Iguagu, Parana (Figura 2).

Todas as amostras foram colhidas pelos Médicos Veterinarios da Secretaria de
Estado da Agricultura e do Abastecimento do Parana ou por responsaveis técnicos das

granjas, no periodo compreendido entre margo de 1997 e junho de 2000.
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Figura 2. Regides do Estado do Parana onde foram realizadas as colheitas de material para a vigilancia
epidemioldgica do foco de Peste Suina Classica em 1997.

O sangue foi colhido por pungéo venosa, sem anticoagulante e transferido para
tubos apropriados. Ap6s a coagulagdo sanglinea as amostras foram centrifugadas a
2000 rpm por 10 min. e os soros assim obtidos, no minimo 1 mL, foram enviados sob
refrigeracdo ou congelados para o Centro de Diagnéstico “Marcos Enrietti”,
acompanhados de uma ficha epidemiolégica incluindo dados da propriedade e do
rebanho. No laboratério, as amostras foram identificadas com um numero de protocolo e
armazenadas em congelador a temperatura de -20° C até o seu processamento.

Primeiramente, as amostras foram submetidas a uma prova de triagem pela

técnica de ELISA, de onde foram selecionadas as positivas e as suspeitas, que foram
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confirmadas por titulacdo de anticorpos neutralizantes pela técnica de NPLA para PSC e

BVD.

3.2. ENSAIO IMUNOENZIMATICO - ELISA PARA DETECGAO DE ANTICORPOS

CONTRA O VIRUS DA PESTE SUINA CLASSICA

Os soros foram analisados com “kit’ de ELISA comercial Ceditest — CSFV
(COLIJN et al,, 1997) produzido e padronizado pelo “Institute of Animal Science and
Health® (ID-DLO — Holanda) para detecgdo de anticorpos contra o virus da PSC,
registrado no Ministério da Agricultura sob o numero 6.293/98.

Foi escolhida a técnica de ELISA por apresentar as caracteristicas necessarias
para sorologia em grande escala, como, a agilidade no processamento das amostras.

O Ceditest — CSFV foi selecionado por ser de execugdo rapida e simples, e por
apresentar alta especificidade e sensibilidade, distinguindo anticorpos contra o VPSC dos
Pestivirus dos ruminantes, BDV e BVDV, diminuindo assim o numero de amostras a
serem retestadas por NPLA .

O Ceditest — CSFV é um ELISA de competicdo. Os reagentes-chave usados nesse
“kit” sdo dois anticorpos monoclonais direcionados contra a proteina E2 (GP-55) do
envelope do virus da PSC. Os dois anticorpos monoclonais medem a ligagédo dos
anticorpos contra o VPSC do soro em teste, direcionados contra a proteina E2 do virus
da PSC. Cada um dos anticorpos monoclonais reconhece um diferente epitopo da
proteina E2 do virus da PSC. Um anticorpo monoclonal (anticorpo de captura do

antigeno) é adsorvido em placa de poliestireno, cobrindo todos os 96 pogos da placa. O



34

segundo anticorpo monoclonal é ligado a enzima peroxidase (“horse-radish peroxidase” —
HRPO) e usado como um conjugado. O antigeno usado no “kit” € expresso em linhagem
de células de inseto SF21 (Spodoptera frugiperda) infectadas com baculovirus contendo
o gene da glicoproteina E2 da PSC inserido em seu genoma (HULST & MOORMANN,
1996).

Em uma mesma etapa, foram transferidos para a placa 50 pL do soro a testar
(sem diluir), 50 uL de conjugado (diluicdo 1:30 em PBS / Tween 80 0,05%) e S0ulL do
antigeno recombinante do “kit” (diluicdo 1:30 em PBS / Tween 80 0,05%), nessa ordem, e
incubados a temperatura ambiente (22 + 2° C) por 90 minutos. As placas foram entdo
lavadas trés vezes com PBS + Tween 80, quando entédo foram transferidos para a placa
100uL da solugéo do substrato cromogénico (Tetrametilbenzidina — TMB) e incubadas
por mais 15 minutos, tendo sido interrompida a reagéo pela adigdo de 100uL de uma
solugéo 0,5N de acido sulfurico. A leitura foi feita em espectrofotdometro modelo 340 ATC
da SLT Labinstruments Ges.m.b.H. - Austria, leitora de placas de ELISA, com filtro de
comprimento de onda de 450nm, até 10 minutos depois de interrompida a reagao.

Se ambos os anticorpos monoclonais estiverem ligados aos epitopos especificos
do antigeno, haverd desenvolvimento de cor, indicando a auséncia de anticorpos
especificos contra PSC no soro em teste. Ao passo que, se os epitopos do antigeno,
presente no “kit’, estiverem bloqueados por anticorpos especificos, presentes no soro, a

testar, os anticorpos monoclonais estariam impedidos de se ligar ao antigeno, néo

havendo desenvolvimento da cor.



35

Ha quatro soros de referéncia na prova. O soro numero 1, um forte positivo,
funciona como branco e o seu valor de leitura (absorbancia) deve ser subtraido de todos
os demais valores encontrados na placa. O valor maximo de absorbancia € determinado
pelo soro de referéncia numero 4 (soro negativo — soro proveniente de animais livres de
agentes patogénicos- SPF). A percentagem de inibigéo é calculada pela formula:

% de inibi¢do = 100 — [ 100 x ( DO4sonm / DOmax ) ]

DOssonm = absorbancia da amostra medida com filtro de comprimento de onda de 450 nm
DOnmax = absorbancia medida do soro de referéncia numero 4 (negativo)

O soro referéncia 1 da a percentagem de inibicdo de 100% e o soro referéncia 4,
a percentagem de inibicdo 0%. O soro de referéncia 1 deve ter uma absorbancia menor
que 0,250 e o soro referéncia 4 , maior que 1,000. Os soros de referéncia 2 e 3 sdo
usados para validar o teste e devem ter sempre percentual de inibigdo maior do que 50%
e menor do que 50%, respectivamente. Soros testados com inibicbes maiores do que
50% serao considerados positivos; os soros com valores de inibicdo entre 31 e 50%
serao considerados suspeitos e 0os soros que apresentarem valores abaixo de 30% sé&o

negativos.

3.3. VIRUSNEUTRALIZAGAO - NPLA (Neutralizing Peroxidase-Linked Assay)

O teste de NPLA (TERPSTRA et al., 1984) segue as normas padronizadas pelo
“Office International des Epizooties” (OIE, 2000a). Todas as amostras de soro passam
por uma triagem na prova de ELISA, de onde sdo selecionadas as suspeitas e positivas,

que foram submetidas a confirmag&o pela técnica de NPLA, paralelamente para PSC e
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BVD, para eliminar a possibilidade de falsos positivos por reagado cruzada (TERPSTRA &
WENSVOORT, 1988; DEKKER ef al., 1995). Para a técnica de NPLA é necessario diluir
os soros desde 1:5 até 1:80 em Minimum Essential Medium - MEM (EAGLE, 1955).

Todo o material utilizado para a realizagao deste teste deve obrigatoriamente ser
esteéril e todas as etapas da técnica desenvalvidas em camara asséptica (Fluxo Laminar
Linear Vertical, Tipo I, Trox).

A prova de virusneutralizagéo foi processada em microplacas de poliestireno com
96 pocos. Os soros a serem testados sdo primeiramente inativados por 30 minutos a
temperatura de 56° C, para inativar o comblemento e possiveis inibidores ndo especificos
(KONEMAN et al., 1992). Para propdsitos de transito internacional, a diluicdo dos soros
deve iniciar de 1:5 (dilui¢éo final 1:10). Para esquemas de vigilancia dentro do pais, uma
prova de triagem partindo de uma diluicdo de 1:25 é suficiente (CEE, 1991). No presente
trabalho foi usada como prova de triagem a técnica de ELISA, portanto, a NPLA partiu de

amostras de soros com diluigbes baixas.
3.3.1. VIRUSNEUTRALIZAGAO PARA PESTE SUINA CLASSICA (NPLA)

A prova de NPLA utiliza cultivo celular como substrato para a replicagdo viral. No
caso da PSC, foram utilizados cultivos celulares da linhagem PK15 (CCL-33) , células
epiteliais de rim normal de suino adulto (ATCC, 2000) susceptiveis ao virus da PSC. A
cepa viral utilizada foi a Alfort 19 (AYNAUD, 1968), tendo sido utilizado o método de
concentragdo viral constante e variagcdo nas diluicdes do soro sanglineo a testar

(BITSCH, 1978).
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3.3.1.a. Cultivo celular

A linhagem de células PK15 foi cultivada em meio de crescimento Eagle
(Minimum Essential Medium — MEM Sigma), enriquecido com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB-Nutricel), 10% de caldo triptose fosfato (Acumedia Manufacturers), L-glutamina
600mg / litro (Merck) tendo como antibidtico a enrofloxacina 5% 0,200uL / mL, o que
resulta em uma concentragcdo de 10ug / mbL (Baytril injetavel 5% — Bayer) e como
antifungico a anfotericina B (Fungizon — Squibb 1,25ug / mL). O meio de cultivo celular
pronto foi sempre testado em meio de enriquecimento para crescimento bacteriano caldo
cérebro—coragéo (BHI — Brain Heart Infusion - DIFCQ) por 72 horas, a temperatura de 37°
C, para detectar eventual contaminagao bacteriana.

As células foram cultivadas em incubadora umida a temperatura de 37° C, com
atmosfera contendo 5% de CO., em garrafas proprias para cultivo celular, de vidro ou
descartaveis de poliestireno, podendo estas serem reutilizadas ap6s um processo de
lavagem e esterilizagdo (ROWE & ROMERO, 1987).

O banco de células foi armazenado em botijdes de nitrogénio liquido (Cryogenic
Container, capacidade 50L), onde as células foram congeladas e mantidas até o seu uso.
Foi utilizado um meio préoprio para congelamento das células, com 10% de
dimetilsulfoxido (DMSO - MERCK) como crioprotetor, 40% de SFB e 50% de suspenséo
celular em MEM. As células foram resfriadas gradativamente nas primeiras 24 horas até

-80° C quando foram entdo colocadas em nitrogénio liquido (-196° C).
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O descongelamento das células foi feito rapidamente retirando as ampolas do
nitrogénio liquido e colocando-as em banho-maria a temperatura de 37° C. As células
foram ressuspensas em tubo de ensaio contendo 10 ml de meio de crescimento MEM e,
entdo centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos, para a retirada do meio de congelamento.
O sedimento foi ressuspenso com MEM e colocado em garrafas estéreis para cultivo
celular, onde ficaram por 48 horas até a confluéncia da monocamada.

A passagem das células foi realizada utilizando todos os materiais e reagentes
estéreis. Procedeu-se primeiro a uma lavagem da monocamada com PBS (pH 7,2) para
retirada total das proteinas do SFB contido no meio de cuitivo. Em seguida, foi
adicionada uma solucdo de tripsina versene (DIFCO) a 0,25%, pH 7,2 para

individualizac@o e entdo ressuspensio das células com MEM acrescido de 10% de SFB,
este ultimo com o objetivo de inibir a acdo da tripsina pela presenga das o 2-
macroglobulinas e ainda como fator de crescimento para as células. As passagens foram

realizadas na propor¢ao de 1:2 até 1:4 com substituicdo de meio no minimo a cada 48

horas.

3.3.1.b. Amostra viral padr&o do laboratério

A cepa viral de PSC utilizada foi a Alfort 19 (AYNAUD, 1968) produzida através da
inoculagdo em cultivo celular da linhagem PK15 ainda em suspens&o, mantida em
incubadora umida com atmosfera de CO, por 96 horas, a 37° C, para crescimento e

multiplicag@o das células e consequente replicagéo viral, quando entédo foi congelada a -
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-80° C e descongelada lentamente a 8° C para o rompimento das células e consequente
liberagdo do virus. Apds o descongelamento a suspenséo foi centrifugada a 4° C, por 30
minutos a 5.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5403). O sobrenadante foi colhido, obtendo-
se assim a suspensao viral. A suspenséo viral foi dividida em aliquotas de 0.8 mL e
armazenada a temperatura de -80° C até -196° C em tubos préprios para congelamento,
onde manteve titulo estavel.

Para calcular o numero de particulas infectantes na suspenséao viral foi aplicado o
método de diluicdo final 50%, onde foi determinada, através de imunomarcadores, a
TCIDsp (Tissue Culture Infectious Dose), ou seja, a dose capaz de infectar 50% dos
cultivos celulares (CEE, 1991; FAO/RLAC, 1992). Foi usado, para o célculo do titulo viral,
o método de SPEARMAN-KARBER apud HARRIS (1964). Esse método ajusta a ultima
diluicdo com presencga de virus para 50%. A partir deste valor foi estabelecida a diluigdo
de trabalho (DT) utilizada neste experimento. A diluicdo de trabalho deve conter 100
doses infectantes (TCID s0) sendo que a prova ainda pode ser validada com valores entre
30 e 300 TCIDso.

A titulac&o viral foi conduzida em cultivo celular de PK15, partindo-se da diluicéo
logaritmica, base 10, de 1:10 (107) até 1:100.000.000 (10°) em MEM adicionado de
antibiéticos e 2% de SFB. Para cada diluicdo foram usados 8 pogos de uma placa,

repetindo-se esse processo em trés placas diferentes. Foram adicionados 50uL das

diluicbes para cada pogo e 100uL de suspensdo de células contendo entre 150.000 e
300.000 células por mililitro. As placas foram posteriormente incubadas por 48 horas em

incubadora umida a 37° C e 5% de CO-, circulante.
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Houve necessidade do uso de imunomarcadores para a revelacdo da prova
pela caracteristica ndo citopatogénica do virus da PSC. Portanto, a leitura da titulagao
viral foi através da fixacdo da monocamada de células pelo calor em estufa seca a
temperatura de 37° C por, no minimo, 4 horas. Na revelagdo da prova foi utilizada
imunoglobulina G (IgG) de suino antivirus de PSC (LANARA — MG), 50uL por pogo na
diluicdo de 1:300 em solugdo salina 0,5M, contendo 0,05% de Tween 80
(polyoxyethylenesorbitan-monooleato — SIGMA P8074). As placas foram incubadas por
30 minutos a temperatura de 37° C e posteriormente lavadas 3 vezes com solugdo de
NaCl 0,15M contendo 0,05% de Tween 80. Foram entdo adicionados 50ul por pogo de
IgG de coelho anti-suino conjugada com peroxidase (Anti-Pig IgG HRPO - horse-radish
peroxidase — WILSON & NAKANE, 1978), na diluicdo de 1:1000 em solugdo de NaCl
0,5M contendo 0,05% de Tween 80. Procedeu-se a uma segunda incubagcdo de 30
minutos a temperatura de 37° C. Apds essa incubagdo as placas foram novamente
lavadas como citado acima. A revelacdo da prova foi levada a efeito com a adigao de
50uL do substrato cromogénico por pogo. O substrato cromogénico consiste de 4mg de
3-amino-9-etil-carbazol (SIGMA —-A5754), 1mL de N,N-dimetil-formamida (SIGMA -D
4254) e 19mL de solucdo de acetato de sédio 0,05M (REAGEN), pH 5,0. Para cada
20mL dessa solugdo foram adicionados 10uL de peréxido de hidrogénio 30% P.A.
(REAGEN) a temperatura ambiente. Quinze minutos ap6s a adicdo do substrato
cromogeénico, as placas foram lidas ao microscopio optico invertido (Olympus-IM), pela

coloragdo carmim revelada no citoplasma das células infectadas pelo virus.



41

3.3.1.c. Neutralizag&o viral

Na prova de virusneutralizagdo foram utilizados 50uL de suspensdo viral por
pogo contendo 100 TCIDsy (DT), portanto, duas diluigbes a menos daquela onde se
determinou 1TCIDsp (diluicdo final 50%), conforme descrito anteriormente na titulagao
viral.

Os soros a testar foram selecionados e pré diluidos em MEM nas proporgdes de
1:5, 1:10, 1:20, 1:40 e 1:80. Foram transferidos 50uL de cada diluigdo dos soros, em
duplicata, e 50uL da suspensao de diluicdo de trabalho do virus, ou seja 100 TCIDsg para
cada pogo. A mistura soro-virus foi levada a incubadora umida, com 5% de CO,, a
temperatura de 37° C, por 1 hora, para que, quando na presenga de anticorpos de um
soro positivo, o virus fosse neutralizado.

Apéds a incubacao, foram adicionados a cada pogo da placa 100uL de suspensao
contendo entre 150.000 e 300.000 células por mililitro. A contagem do numero de células
foi realizada em camara de Fuchs-Rosenthal, com adi¢cdo de corante Azul de Tripan.

ApGs 48 horas de incubacgao, as placas foram fixadas e reveladas como descrito
anteriormente na titulagdo viral. A revelagdo de cor carmim no citoplasma das células
indica um soro negativo, ou seja, sem anticorpos neutralizantes para o virus da PSC. Os
pocos das placas nos quais ndo houve desenvolvimento da coloragdo no citoplasma
celular, foram considerados positivos, pois naquela diluigdo houve reagdo antigeno-

anticorpo, neutralizando as particulas virais presentes (100TCIDsp).
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3.3.2. VIRUSNEUTRALIZAGAO PARA DIARREIA BOVINA VIRAL (NPLA)

A prova de NPLA para BVD utiliza como substrato o cultivo celular da linhagem
MDBK (CCL-22), células epiteliais de rim normal de bovino adulto (ATCC, 2000) que sdo
susceptiveis ao virus da BVD. A cepa viral utilizada foi Van Ee, virus Varken
(WENSVOORT et al., 1988, TERPSTRA & WENSVOORT, 1988; WENSVOORT et al.,
1989b; TERPSTRA & WENSVOORT, 1997)

Na NPLA para BVD o soro fetal bovino, utilizado como fator de crescimento no
meio no cultivo celular, deve ser livre de anticorpos contra BVDV, bem como as células
da linhagem MDBK obrigatoriamente livres do BVDV. A linhagem celular MDBK foi
testada segundo CASTRO et al. (1997).

Com excecao da cepa viral e da linhagem celular utilizadas, todos os reagentes,
as técnicas de cultivo celular, a produgédo e a titulagdo viral, a virusneutralizagéo e a

revelacdo da prova seguiram os mesmos padrdes das utilizadas para PSC.

3.4. IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFI)

Na deteccéo de antigeno viral em cortes histolégicos por imunofluorescéncia
indireta (IF1), os fragmentos de érgados foram processados em micrétomo com criostato
(Kryostat -1720 Digital WILD LEITZ - Austria) na espessura de 8 um. Os cortes
histolégicos preparados foram fixados em acetona P.A. por 20 minutos na temperatura de

-20° C e entao cobertos com anticorpo monoclonal anti-PSC produzido em camundongo
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(CVL-Weibridge) e incubadas a 37° C por 30 minutos em camara umida. Apds a
incubagdo, as {aminas foram lavadas duas vezes por 5 minutos em PBS pH 85 e a
seguir com agua destilada. Em uma segunda etapa, as laminas foram cobertas com
anticorpo anti-camundongo (SIGMA-A0347) conjugado com isotiocianato de fluoresceina
(THE, 1970a, 1970b) e incubadas novamente a 37° C por 30 minutos. As laminas foram
lavadas como descrito anteriormente e montadas com glicerina tamponada (pH 8,5), e
cobertas com laminulas para exame ao micrgscépio com luz ultravioleta (Olympus-CBA) .
Essa técnica foi também processada para o diagnéstico diferencial, sendo que neste
caso foi utilizado o anticorpo monoclonal direcionado contra o virus de BVD (CVL-

Weibridge).
3.5. IMUNOPEROXIDASE INDIRETA (IPX)

Os cortes foram processados em micrétomo com criostato e fixados da mesma
forma descrita para NPLA, alterando apenas os reagentes para a revelagdo da prova,
que foram anticorpo anti-virus de PSC produzido em suinos (soro hiperimune), pelo
Laboratorio de Controle de Qualidade de Vacinas do Ministério da Agricultura, Castro,
Pérané, e na segunda etapa, um anticorpo anti-IgG de suino conjugado com peroxidase
(SIGMA-A5670), baseada na técnica de SAUNDERS (1977).

O procedimento para leitura seguiu 0 mesmo critério daquele utilizado na técnica
de NPLA, interpretando a coloragdo do citoplasma celular pelo carmim, como presenca

do virus.
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3.6. ISOLAMENTO VIRAL

As células das linhagens PK 15 - CCL 33 (ATCC, 2000) célula epitelial de rim
normal de suino adulto para PSC e MDBK- CCL 22 (ATCC, 2000) célula epitelial de rim
normal de bovino adulto para BVD serviram como substrato para o isolamento viral. O
meio de crescimento utilizado foi EAGLE - Sigma (EAGLE, 1955) acrescido de penicilina
(200Ul/mL), estreptomicina (0,2mg/mL), anfotericina B (1,25ug/mL), L-glutamina
(0,3mg/mL) e 10% de soro fetal bovino livre de anticorpos contra BVDV (Nutricel-
Campinas).

Os fragmentos de érgéos foram macerados separadamente em gral, suspensos a
20% em solucdo de tampado fosfato com penicilina (200UI/mL), estreptomicina
(0,2mg/mL) e anfotericina B (1,25ug/mL), deixados por 1 hora a temperatura ambiente,
quando foram entdo centrifugados sob refrigeracdo a 6000 rpm por 30 minutos. O
sobrenadante foi usado como inéculo nas diluigbes de 1:10 e 1:100 em meio de
crescimento EAGLE e inoculados em microplacas de poliestireno (50ulL/pogo) entre oito e
dezesseis repeticées para cada dilui¢do, no minimo.

Foram adicionados 100uL de suspensao celular em média com 300.000 células
por mililitro a cada pogo, em placas separadas sendo MDBK para BVD e PK15 para PSC.
As placas foram incubadas em estufa umida a 37° C, com 5% de CO2 por 24, 48 e 72
horas. O mesmo procedimento foi feito em tubos de Leighton . Apds a incubagédo, as
placas foram fixadas pelo calor, no minimo por 4 horas em estufa seca a 37° C, e

reveladas pela técnica de IPX como ja descrito, uma vez que esses virus nao produzem
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efeito citopatico. As laminulas foram retiradas e fixadas com acetona P.A. por 10 minutos

a -20° C e reveladas por imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais para

BVD e PSC.

3.7. ENSAIO IMUNOENZIMATICO - ELISA DE CAPTURA DE ANTIGENO DE PESTE
SUINA CLASSICA

Utilizou-se um “kit” comercial de ELISA para captura de antigeno de PSC,
(Ceditest — CSFV-Ag - ID-DLO - Holanda), no qual as placas s&o adsorvidas de soro
hiperimune anti-PSC virus. Foram adicionadas as placas as suspensdes a 20% dos
diferentes fragmentos de o6rgdos a testar e incubadas a temperatura ambiente por 3
horas. Apdés a incubacdo, as placas foram lavadas e adicionadas de um conjugado
contendo diferentes anticorpos monoclonais e incubadas por mais 1 hora a temperatura
ambiente. As placas foram novamente lavadas, adicionando-se a seguir o substrato
cromogeénico (TMB) e, entéo, incubadas por mais 15 minutos até o desenvolvimento da
cor, quando a reacéo foi interrompida pela adicdo de uma solugdo de acido sulfurico
0,5N. A medida da absorbancia foi feita em espectrofotdbmetro modelo 340 ATC da SLT
Labinstruments Ges.m.b.H. - Austria, leitora de placas de ELISA com filtro de

comprimento de onda de 450nm.
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4. RESULTADOS

4.1. DETECGAO DE ANTIGENO VIRAL

Fragmentos de 6rgéos de sete animais provenientes do foco de PSC em 1997, em
Sao Pedro do Iguagu, foram submetidas as técnicas de detecgdo de antigeno e de
anticorpos (Tabela 2).

Seis dos sete animais estudados pelas técnicas de IFI e IPX em cortes
histolégicos (Figuras 3 e 4) e isolamento viral em cultivo celular (Figura 5) apresentaram
resultados positivos em fragmentos de 6rgaos (tonsilas e bago). O animal que apresentou
resultado negativo, ou seja, sem detec¢cdo de antigeno, foi positivo para presenca de
anticorpos no soro sanguineo, pelas técnicas de ELISA e virusneutralizagdo com titulo de
1:80. Nos outros seis animais que apresentaram resultado positivo para detecgdo de
antigeno, nédo foi detectada a presenga de anticorpos neutralizantes. Foram coincidentes

os resultados encontrados nas técnicas de IFl, IPX e isolamento viral em cultivo celular

da linhagem PK15 (Tabela 2).
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Todas as provas de diferenciagdo para BVD, como a detec¢do de antigeno viral
em cortes histoloégicos utilizando anticorpos monoclonais, isolamento viral em cultivo

celular da linhagem MDBK e a virusneutralizagao, foram negativas.

Tabela 2. Detecgédo de antigeno viral e de anticorpos em amostras de sete animais, oriundas
do foco de Peste Suina Classica em outubro de 1997, em Sao Pedro do Iguagu, Parana, Brasil.

Detecgao de antigeno (1) Detecgao de anticorpos (2)
Animais IPX e IFI Isolamento viral ELISA Neutralizagao
Ne° 1 + + - -
Ne 3 + + - -
Ne 4 + + - -
Ne 5 + + - -
N° 6 + + - -
Ne 7 - - + +
N° 8 + + - -

+ Positivo - Negativo

(1) Fragmentos de tonsilas ou bago

(2) Titulo de anticorpos para NPLA = 1:80
IPX — imunoperoxidase

IFl — imunofluorescéncia indireta



48

Figura 3. Epitélio das criptas da tonsila de um animal positivo para detecgio de antigeno da Peste Suina
Classica, por imunofluorescéncia.

-

57
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Figura 4. Monocamada celular da linhagem PK15 infectada com
pelo calor e marcada por Imunoperoxidase (Microscopio invertido).

o Virus da Peste Suina Cléssiéa, fixada
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Figura 5. Monocamada celular da Iinhagerh PK15, durante o processo de tripsinizagao.
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Tabela 3. Detecgdo de antigeno em amostras de fragmentos de 6rgaos de suinos, recebidas e
analisadas durante o foco de Peste Suina Classica em 1997 e apés dois anos.

Qutubro 1997 Novembro 1999-Abril 2000
Imunoperoxidase e  Isolamento viral Isolamento viral ELISA de captura

Animal imunofluorescéncia de antigeno
N° 1
Tonsila + + + +
Bacgo + +
Linfonodo + +
Rim + +
N°3
Baco + + + +
Intestino + +
Figado + +
Linfonodo + +
Rim - +
N° 4
Tonsila + + + +
Baco + +
Intestino + +
Figado + +
Rim + +
N° S
Tonsila + + - +
Baco + +
Intestino + +
Figado + +
Rim - +
N° 6
Tonsila + + - +
Baco - -
Bexiga - -
Figado - -
Intestino - +
Rim - -
N° 7
Tonsilas - - - -
N° 8
Tonsila + + + +

Linfonodo + +
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Tabela 4. Comparagao entre as técnicas de ELISA e isolamento viral em cultivo celular, para

deteccdo de antigeno em sete animais provenientes do foco de Peste Suina Classica em 1997,
em Sao Pedro do Iguagu, Parana, Brasil.

ELISA DE CAPTURA DE ANTIGENO

Positivo Negativo Total
Positivo 18 0 18
ISOLAMENTO VIRAL
Negativo 5 5 10
Total 23 5 28

Algumas amostras (3, 5 e 6) anteriormente positivas (outubro de 1997), foram negativas
para isolamento viral em cultivo celular quando retestadas entre novembro de 1999 e
abril de 2000, mas tiveram detecgao de antigeno pela técnica de ELISA (Tabela 3). Na
Tabela 3, estdo também relacionados os resultados encontrados durante o primeiro
isolamento viral (1997), a partir de fragmentos de tonsilas ou baco.

O mapeamento genético do virus isolado no Parana foi feito pelo ID-DLO (Institute
for Animal Science and Health), na Holanda. O genoma deste virus foi comparado a um
painel padrdo contendo variantes do genoma do VPSC. O resultado foi uma pequena
correlagdo entre varias cepas, sendo que as maiores semelhancas observadas foram
com a cepa Brescia (cepa de campo - alta viruléncia) e cepa China (cepa vacinal -
avirulenta). Entretanto, o virus isolado no foco do Estado do Parana ndo pode ser

enquadrado em nenhuma das cepas em questao.
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4.2. DETECGAO DE ANTICORPOS

421. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS TECNICAS DE ELISA E

VIRUSNEUTRALIAZGAO (NPLA) EM ANIMAIS VACINADOS

Foi levado a efeito o estudo comparativo entre as técnicas de virusneutralizacdo e
ELISA em amostras de soro sanglineo de uma propriedade vacinada clandestinamente
em novembro de 1997. O estudo revelou que das 460 matrizes testadas 17 meses apds
a vacinagao, 25,43% apresentaram titulos neutralizantes variando entre 1:20 e 1:480 na
técnica de NPLA.

Com base nos resultados obtidos pela técnica de NPLA, a prevaléncia de animais
soro-positivos foi de 117 em 460 animais (25,43%). A partir desses resultados, foi
possivel calcular a sensibilidade e especificidade relativas, os valores preditivos positivos
e negativos da técnica de ELISA e a concordancia de resultados entre as duas provas

(Tabelas 5,6 e 7).

Tabela 5. — Base para calculos comparativos entre a Virusneutralizacdo e ELISA, de
especificidade e sensibilidade relativas, e os valores preditivos negativo e positivo ( OIE, 2000b).

Virusneutralizagao

Positivos Negativos
Positivo A (VP) C (FP) A+B
ELISA
Negativo B (FN) D (VN) B+D
Total A+B C+D A+B+C+D

VP= Positivos verdadeiros FP= Falsos positivos VN= Negativos verdadeiros FN= Falsos negativos
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A sensibilidade do teste de ELISA foi calculada dividindo-se o numero de soros
positivos verdadeiros pela somatéria dos positivos verdadeiros com os falsos negativos:
Sensibilidade = A/ (A+B)
A especificidade foi calculada dividindo-se o numero de soros negativos
verdadeiros pela soma dos negativos verdadeiros com os falsos positivos:
Especificidade = D / (C+D)
O valor preditivo dos positivos foi obtido através da divisdo do nimero de soros
positivos verdadeiros, pela soma dos positivos verdadeiros com os falsos positivos:
Valor preditivo dos positivos = A/ (A+C)
O valor preditivo dos negativos foi obtido pela divisdo do numero de soros
negativos verdadeiros pela soma dos negativos verdadeiros com os falsos negativos:
Valor preditivo dos negativos = D / (B+D)
O grau de concordancia entre as duas provas foi calculado somando-se todos os
soros positivos verdadeiros e 0os negativos verdadeiros, divididos pelo numero total de
soros testados:

Concordancia = A+D / A+B+C+D

A Tabela 6 refere-se aos resultados encontrados através da técnica de ELISA
(amostras sem repeticdo) em relagdo a NPLA e os célculos dos parametros para
validacdo de um diagnéstico.

Das 460 amostras de soro provenientes das matrizes vacinadas os resultados

encontrados pela técnica de NPLA foram de 117 positivos e 343 negativos (25,43%). As
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mesmas amostras testadas pela técnica de ELISA resultaram em 116 positivos (5 FP) e

344 negativos(6 FN).

Tabela 6. Comparag&o dos resultados obtidos pela técnica de ELISA (amostras sem repeticdo) e
virusneutralizagdo para Peste Suina Classica

Virusneutralizagdo (NPLA)

Positivos Negativos Total
Positivo 111(VP) 5(FP) 116
ELISA
Negativo 6(FN) 338(VN) 344
Total 117 343 460

A concordancia entre as duas provas, os valores de sensibilidade e especificidade
relativas, e os valores preditivos positivo e negativo para a técnica de ELISA (sem
repeticdo) foram:

Sensibilidade =111 /111+6 = 94,87%
Especificidade = 338 / 338+5 = 98,54%

Valor preditivo positivo = 111 / 111+5 = 95,68%
Valor preditivo negativo = 338 / 338+6 = 98,25%

Concordancia = 111+338 / 460 = 97,60%

A Tabela 7 refere-se aos resultados encontrados através da técnica de ELISA

quando os soros foram testados em duplicata. Das 460 amostras de soro provenientes
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das matrizes vacinadas os resultados encontrados pela técnica de NPLA foram de 117

positivos e 343 negativos. As mesmas amostras testadas pela técnica de ELISA em

duplicata resultaram em 113 positivos (2 FP) e 347 negativos(6 FN).

Tabela 7. Comparagéo dos resultados obtidos na técnica de ELISA (amostras em duplicata) e
virusneutralizagdo para Peste Suina Classica.

Virusneutralizagéo

Positivos Negativos Total
Positivo 111(VP) 2(FP) 113
ELISA
Negativo 6(FN) 341(VN) 347
Total 117 343 460

A concordancia entre as duas provas, os valores de sensibilidade e especificidade

relativas e os valores preditivos positivo e negativo para a técnica de ELISA (em

duplicata) foram:

Sensibilidade = 111/ 111+6 = 94,87%
Especificidade = 341 / 341+2 = 99,41%

Valor preditivo positivo = 111/ 111+2 = 98,23%
Valor preditivo negativo = 341 / 341+6 = 98,27%

Concordancia = 111+338 / 460 = 98,26%
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Os seis soros falsos negativos na técnica de ELISA, ou seja, com percentagem de
inibigdo menor que 30%, apresentaram baixos titulos de anticorpos neutralizantes, como
pode ser observado na Tabela 8. Quando testados em duplicata na técnica de ELISA n&o

houve mudang¢a nos resultados.

Tabela 8. Amostras positivas para Peste Suing Classica na virusneutralizagéo e negativas na
técnica de ELISA (Falsos negativos)

SOROS
TECNICA 1 2 3 4 5 6
TiTULO NEUTRALIZACAO  1:20 1:30 1:20 1:20 1:40 1:20
ELISA <30% <30% <30% <30% <30% <30%

Os soros falsos positivos na técnica de ELISA apresentaram titulos na NPLA
considerados negativos, ou seja abaixo do ponto de corte da prova. Quando testados em
duplicata na técnica de ELISA, o nimero de soros falsos positivos caiu de cinco para dois

(Tabela 9), reduzindo a percentagem de falsos positivos de 1,08% para 0,43%.
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Tabela 9. Amostras negativas para Peste Suina Classica na virusneutralizacdo e positivas na
técnica de ELISA (Falsos positivos), e diagnéstico diferencial para Diarréia Bovina Viral (BVD)

SOROS
TECNICAS 1 2 3 4 5 POSITIVOS
TITULO NPLA-PSC 1:10 1:10 1:156 1:15 <1:5 0
ELISA SIMPLES 47% 70% 35% 42% 33% 5
ELISA DUPLICATA 45% 49% 29% 26% 29% 2
TITULO NPLA-BVD <1:5 <1:5 <1:5 <1:5 <1:5 0

As 460 amostras provenientes dos amnimais vacinados foram testadas para BVD
em NPLA, sendo que apenas quatro amostras apresentaram reagao cruzada com PSC,
porém em diluicdes muito baixas (1:20) quando comparadas as da NPLA (>1:120) para

PSC (Tabela 10).

Tabela 10 Reagdes cruzadas entre as técnicas de virusneutralizagdo (NPLA) para Peste Suina
Classica (PSC) e Diarréia Bovina Viral (BVD).

SOROS

TITULOS NPLA o1 2 3 4

PSC 1:240 1:120 1:480 1:320

BVD 1:20 1:20 1:20 1:20
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Os resultados da técnica de ELISA s&o expressos em percentagem de inibigao.
Essa percentagem deriva do calculo da absorbancia da amostra testada em relagéo a
absorbancia de soro negativo de referéncia do teste (Tabela 11).

Apesar de ndo ser um parametro utilizado, a Tabela 11 mostra que existe uma boa
correlacdo entre o titulo de anticorpos neutralizantes e a percentagem de inibigao

encontrada na técnica de ELISA (Figura 7).

Tabela 11. Soros positivos na técnica de ELISA agrupados conforme o titulo de anticorpos
neutralizantes para o virus da Peste Suina Classica

TiTULO NEUTRALIZACAO MEDIA DE IIEJ;B)ICAO ELISA NUMEROQ DE SOROS
b
1:20 52,6 25
1:30 63,9 22
1:40 69,5 21
1:60 68,5 2
1:80 79,9 18
1:120 85,5 11
1:160 87.4 11
1:240 957 3
1:320 91,2 3

1:480 97,0 1
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Conforme pode ser observado no Figura 6 aproximadamente 550 dias apés a
vacinagdo dos 111 animais positivos, apenas 7 animais apresentaram titulos de
anticorpos neutralizantes altos, entre 1:240 e 1:480, enquanto que 64 apresentaram

titulos entre 1:20 e 1:60 e 40 com titulos entre 1:80 e 1:160.

ANTICORPOS NEUTRALIZANTES

70
60
50
40

30

O ->-2Z>

20

10

0

20-60 80-160 240-480
TiTuLoSs

Figura 6. Total de animais positivos na detec¢do de anticorpos contra o virus da Peste Suina
Classica, agrupado conforme os titulos de anticorpos neutralizantes encontrados na técnica de
virusneutralizagéo

Os coeficientes de correlagédo e regressao encontrados entre as percentagens de
inibicdo obtidas dos soros positivos e os titulos de anticorpos neutralizantes na técnica de

NPLA foram de 0,8245 e 0,9379 respectivamente (Figura 7).
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Figura 7 Curva de regresséo entre as percentagens de inibicdo encontradas na técnica de ELISA
em relagdo ao titulo de anticorpos neutralizantes pela técnica de virusneutralizagdo para Peste
Suina Classica
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4.2.2. RESULTADOS DE ANALISES SOROLOGICAS PELA TECNICA DE ELISA NO

REBANHO SUINO DO ESTADO DO PARANA.

Os resultados da sorologia em rebanhos suinos do Estado do Parana incluem
amostras provenientes da vigilancia epidemioldgica e monitorizagdo das granjas de
suinos credenciadas no periodo compreendido entre novembro de 1997 e junho de 2000,
e ainda da sorologia perifocal realizada entre novembro de 1997 e margo de 1998.
Nesses resultados ndo estdo incluidos as amostras provenientes dos animais do foco de
PSC em 1997, bem como as amostras da granja vacinada (Tabela 12).

Os resultados relativos ao ano de 1997 foram obtidos através de um “kit” de ELISA
policlonal, o qual apresentava alta sensibilidade, porém a especificidade foi relativamente
baixa. O numero de falsos positivos obtidos pela técnica de ELISA policlonal foi alto
(Tabela 12), aproximadamente 37% (1432 amostras), as amostras foram confirmadas
como falsas positivas quando testadas pelas técnicas de virusneutralizagdo para PSC e
BVD.

Em janeiro de 1998 foi registrado o primeiro “kit” monoclonal pelo Ministério da
Agricultura, e os resultados obtidos desde entdo passaram a ter maior especificidade em
relagéo a técnica de NPLA, ou seja, cerca de 0,4% de resultados falsos positivos no total

de amostras testadas na triagem (Tabela 12).
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Tabela 12. Sorologia do Estado do Parana pela técnica de ELISA policlonal e monoclonal para
detec¢@o de anticorpos contra a Peste Suina Classica (1997-2000).

TESTE ANO SOROS FALSOS POSITIVOS %
ELISA POLICLONAL 1997 3871 1432 37.00
ELISA MONOCLONAL 1998 11965 53 0.38
ELISA MONOCLONAL 1999 14837 85 0.418
ELISA MONOCLONAL 2000 5422 26 0.408
TOTAL 36095 1596
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5. DISCUSSAO

5.1. DETECGAO DO ANTIGENO VIRAL

Segundo VAN OIRSCHOT (1992), a primeira progénie do virus da PSC, em
cultivos celulares, é liberada das células 5-6 horas pés infecgdo. Sob condi¢gdes de um
ciclo normal de crescimento, ha um aumento exponencial no titulo viral até 15 horas pés
infeccdo, apds o qual a replicagéo viral continua , em alto nivel, por varios dias. Com
base nestes dados, quinze horas pds infecgdo procedeu-se a revelagéo da primeira placa
da prova de isolamento viral. Nesta primeira revelagdo ja foi possivel detectar varios
sitios de replicacéo viral, confirmando o diagnéstico positivo obtido nos testes de IFl e
IPX.

De acordo com os resultados apresentados, foi possivel detectar o antigeno viral
dos fragmentos das tonsilas, rins, por¢éo distal do ileo e bago confirmando os achados
de VAN OIRSCHOT & TERPSTRA (1989) que citaram aqueles 6rgdos como os de

eleicdo para o isolamento viral.
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Segundo TERPSTRA (1976) apud VAN OIRSCHOT (1992), a partir de animais
positivos, o isolamento viral € obtido com sucesso com uma frequéncia de 98%, 71%,
60% e 39% dos casos em tonsilas, por¢éo distal do ileo, bago e rins, respectivamente.

O animal N° 6 (Tabela 3) pode ser usado como exemplo destas afirmagdes, pois,
seja por isolamento viral em cultivo celular ou ELISA de captura de antigeno, so6 foi
possivel detectar o antigeno viral a partir dag amostras de tonsilas e de intestino (por¢éo
distal do ileo).

Estes achados reafirmam a importancia da qualidade do material que € enviado ao
laboratério, ressaltando-se que dependendo do estagio da doenga e da cepa envolvida, o
virus s6 pode ser detectado nas tonsilas. As cepas de PSC de baixa viruléncia
normalmente limitam-se a fase linfatica, ficando portanto, confinadas as tonsilas e aos
linfonodos regionais.

Nos animais N° 3, 5 e 6 os melhores resultados para a detecgéo viral, ap6s dois
anos, foram encontrados através da técnica de ELISA de captura de antigeno, por
independer da viabilidade do virus em replicar-se, o que ndo se aplica ao isolamento viral
em cultivo celular (Tabelas 3 e 4). Deve-se este fato principaimente ao modo de
conservagao a que as amostras estiveram submetidas. Sendo assim, a técnica de ELISA
de captura de antigeno pode ser utilizada com maior seguranga para materiais cuja
conservagdo nao tenha sido adequada, isso ocorre com maior frequéncia, na
monitorizagdo epidemiolégica da PSC em suideos silvestres, que muitas vezes s&o
encontrados mortos impossibilitando o diagnéstico (LIPOWSKI, 1998).

Os resultados obtidos pelas diferentes técnicas empregadas foram aditivos

mostrando grande precis@o para o diagnostico da PSC.
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Apesar da cepa isolada apresentar maiores semelhangas com a cepa Brescia e
Cepa China, ndo pode ser enquadrado como nenhuma delas. A cepa Brescia é
altamente virulenta, acometendo suinos de todas. as idades, produzindo doencga aguda e
causando alta morbidade e mortalidade que, na maioria dos casos, chega a 100% do
rebanho. Por outro lado, a cepa China é considerada avirulenta para suinos de todas as
idades, incluindo fetos e animais imunpssuprimidos com corticosteroides (VAN
OIRSCHOT, 1980).

A cepa de virus de PSC, isolada durante o foco de 1997 no Parana, apresentou
caracteristicas de viruléncia enquadradas como moderada, uma vez que, em um mesmo
grupo de animais, a incidéncia maior ocorreu naqueles mais jovens (leitdbes com idade
inferior a trés meses). Nesse grupo mais susceptivel, também foram encontrados animais
em fase de recuperacao da doenca, como foi o caso do animal N° 7 (Tabela 2), no qual o
nivel de anticorpos neutralizantes foi detectavel (1:80), eliminando a presencga de virus
viavel para o isolamento em cultivo celular e para o ELISA de captura de antigeno. Os
animais que apresentaram a manifestacao clinica de forma mais aguda, com mortalidade
entre 7 e 14 dias, n&do demonstraram anticorpos neutralizantes detectaveis, corroborando

com os achados de VAN OIRSCHOT (1980).
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5.2. DETECGAO DE ANTICORPOS

521. ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS TECNICAS DE ELISA E

VIRUSNEUTRALIZAGCAO (NPLA) EM ANIMAIS VACINADOS

Segundo PANCA et al. (1997), animais vacinados contra a PSC aos 60 dias de
idade apresentaram titulos maximos de anticorpos neutralizantes de 1:140 aos 120 dias
apds a vacinacao, e de 1:50 aos 370 dias. Ao testar animais vacinados aos 80 dias de
idade, os titulos foram de 1:180 aos 120 dias apds a vacinagao e de 1:.256 aos 370 dias.
Independente da idade de vacinagdo, todos esses animais quando infectados
experimentalmente com o virus da PSC mostraram protec&o a reinfecgéo.

Dos 460 animais (matrizes) da propriedade trabalhada no presente estudo, 550
dias ap6s a vacinagao, 117 apresentaram titulos de anticorpos neutralizantes variando
entre 1:20 e 1:480 (Tabela 11).

A Tabela 11 mostra 0 nimero de animais que apresentou resultados positivos em
cada uma das diluigoes.

Na Figura 6 os animais foram agrupados em trés categorias, sendo que 59,82%
dos animais apresentaram titulos entre 1:20 e 1:60, enquanto que, 34,18% entre 1:80 e
1:160 e no ultimo grupo 5,98% dos animais com tituios altos entre 1:240 e 1:480.

A vacinagdo levada a efeito nessa propriedade foi clandestina sem nenhum
critério, j4 que todos os animais da propriedade foram vacinados na mesma data,

independente de idade ou de qualquer outro parametro.
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Considerando que a taxa média de reposicdo anual de matrizes dessa
propriedade foi de 50%, pode-se concluir que 100% dos animais vacinados apresentaram
resposta imune apés 550 dias, mesmo que em niveis baixos. A variagdo individual da
resposta imune pode ser explicada pela diferenga de faixa etaria dos animais na data da
vacinagao.

Os resultados obtidos pela técnica de NPLA, revelaram uma prevaléncia de
25,43% de animais com anticorpos neutralizantes, ou seja 117 dos 460 animais
estudados (Tabelas 6 e 7). Nos estudos comparativos entre as técnicas de NPLA e
ELISA, esta com amostra simples, a sensibilidade e a especificidade relativas, e a
concordancia foram altas mostrando grande precisdo da técnica de ELISA para deteccdo
de anticorpos, uma vez que a técnica de NPLA é considerada a prova de referéncia (OIE,
2000a).

Quando as amostras foram testadas em duplicata na técnica de ELISA a
especificidade aumentou em um ponto percentual, sem que a sensibilidade fosse
comprometida. Esse aumento na especificidade n&o justifica que as amostras sejam
sempre testadas em duplicata, pois além de dobrar o custo, n&o oferece maior
seguranga, uma vez que todos os soros positivos na técnica de ELISA sdo submetidos a
confirmagéo na técnica de NPLA e que os resultados falsos negativos € que representam
um risco maior.

Em situagdes onde a prevaléncia da doenga € muito baixa, a seguranga do teste
é conferida por um aumento na sensibilidade do teste ou no tamanho da amostra

(MARTIN et al., 1992; MULLER et al., 1996).
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A especificidade da técnica de ELISA encontrada no presente estudo variou entre
98,54% e 99,41%, conforme o numero de repeticdes da amostra de uma para duas
respectivamente. O ELISA-CSFV foi analisado no ID-DLO (Institute for Animal Science
and Health) durante o ultimo foco de PSC ocorrido na Holanda, no final do ano de 1997 e
inicio de 1998, quando foram testadas 1.800.000 amostras de soro e a especificidade da
prova variou entre 99,9% para animais jovens e 97,9% para animais adultos. A
diminuicao da especificidade para amostras de animais adultos foi devida ao maior risco
de infecg&o por outros Pestivirus nessa faixa etaria (BLOEMRAAD et al., 1998).

O total de amostras com diagndstico falso negativo pela técnica de ELISA, na
propriedade vacinada foi de 1,30% e ocorreu em soros com baixos titulos de anticorpos
neutralizantes na NPLA, justificando assim o baixo percentual de inibicdo encontrado no
ELISA (Tabela 8).

As cinco amostras com resultado falso positivo foram testadas para a presencga
de anticorpos neutralizantes contra o BVDV e o resultado foi negativo, podendo-se
descartar dessa forma a possibilidade de reagéo cruzada (Tabela 9).

Apenas 4 dos 117 soros positivos para a preseng¢a de anticorpos contra VPSC
apresentaram reagao cruzada para BVDV na virusneutralizagdo, ainda com titulos muito
baixos quando comparados aos encontrados para VPSC (Tabela 10). Em uma prova de
virusneutralizagdo cruzada, considera-se positivo o diagnostico que apresentar um titulo
no minimo quatro vezes maior (OIE, 2000a). Nesse caso, como os titulos de anticorpos
neutralizantes contra BVDV foram de 1:20 nos quatro soros testados e para, o VPSC
foram entre 1:120 e 1:480, ficou confirmado que tratava-se de anticorpos especificos

contra o VPSC.
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O pequeno numero de reagdes cruzadas na técnica de NPLA pode ser explicado
nesse caso, pois a imunidade desses animais foi conferida por vacinagdo e segundo VAN
OIRSCHOT (1980), as reagdes sorolégicas cruzadas entre BVD e PSC ocorrem mais
frequentemente quando se trata de cepas de PSC de baixa viruléncia. Cepas altamente
virulentas e cepas vacinais atenuadas apresentam pouca reagéo cruzada (KAMIJO et a/.,
1977).

Apesar da técnica de ELISA ndo ser uma prova quantitativa, conforme mostra a
Figura 7, a técnica de ELISA-CSFV apresentou bom coeficiente de correlagdo entre as
percentagens de inibigéo e os titulos de anticorpos neutralizantes, sendo que os maiores

desvios foram encontrados nas diluigdes mais baixas, de 1:20, 1:30 e 1:40 (Tabela10).

5.2.2. RESULTADOS DE ANALISES SOROLOGICAS PELA TECNICA DE ELISA NO

REBANHO SUINO DO ESTADO DO PARANA.

O “kit" de ELISA para diagnostico soroldgico da PSC utilizado no ano de 1997 foi
policlonal, sendo que sua alta sensibilidade comprometia a especificidade do teste,
resultando em grande numero de falsos positivos (Tabela12). Em razdo desse fato, a
quantidade de soros para reteste na técnica de NPLA para BVD e PSC foi alta (1432
amostras).

As provas de NPLA, além de serem laboriosas e demorarem para a obtengao do
resultado (3-5 dias) em comparacao a técnica de ELISA (2-3 horas) (BLOEMRAAD et al.,
1998), apresentam um custo por amostra, em média dez vezes maior, ja que necessitam

da manutengdo de um cultivo celular que inclui estufa de CO, meios de cultivo
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importados, garrafas estéreis para cultivo, antibiéticos, soro fetal bovino, manuten¢ao da
cepa viral, banco de células em N liquido, microplacas de poliestireno e anticorpos
conjugados.

A partir de janeiro de 1998, quando se passou a utilizar a técnica de ELISA
monoclonal, o numero de falsos negativos diminuiu consideravelmente (Tabela 12). N&o
foi possivel calcular a sensibilidade e a especificidade do ELISA nas amostras da
sorologia geral (36.095 amostras) porque a técnica do ELISA foi utilizada como prova de
triagem. Portanto, apenas as amostras que se mostraram positivas na técnica de ELISA
foram testadas pela técnica de NPLA para PSC e BVD.

Tendo em vista que no Estado do Parana o Programa de Erradicacdo da PSC,
encontra-se em fase final a prevaléncia da doenga € considerada, para efeitos de
calculos de amostragem entre 0,5 e 2%.

A sensibilidade de um teste de ELISA usado para detectar soros positivos para
PSC em rebanhos suinos com baixa prevaléncia da doen¢a € muito importante (DE SMIT
et al., 1999b). E sabido que os testes de ELISA padronizados até entdo ndo sdo tdo
sensiveis quanto a virusneutralizagdo (MULLER et al., 1997), a sensibilidade desses
testes varia entre 85 e 98% (WENSVOORT et al., 1988; MOSER et al., 1996; COLIJN et
al., 1997; MULLER et al, 1997). Todavia, um pequeno aumento no volume da
amostragem de um rebanho pode assegurar a detecgdo de suinos infectados, mesmo
em baixas prevaléncias (MARTIN et al., 1992). Desta forma, uma pequena diferengca na
sensibilidade do teste de ELISA quando comparada com a da virusneutralizagdo, é de

pouca importancia, se o tamanho da amostra for adequado (DE SMIT et al., 1999b).
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A especificidade é de grande importancia, uma vez que os resultados positivos
na técnica de ELISA devem ser confirmados na prova de virusneutralizagdo, na qual o
resultado pode ser ambiguo quando existe a possibilidade de BVDV e BDV no rebanho
testado (WENSVOORT et al., 1994; DE SMIT et al., 1999b).

Nao é improvavel que uma grande percentagem de soros classificados como
negativos na virusneutralizagéo, contenha anticorpos neutralizantes contra BVDV e BDV,
se bem que os titulos de anticorpos podem ndo ser detectados, algumas vezes por
diferencas antigénicas entre a cepa de campo em questdo e a cepa viral utilizada na
técnica da neutralizagdo (DEKKER et al., 1995). Portanto se um numero significativo de
soros de uma mesma propriedade resultar em altas percentagens de inibicdo na técnica
de ELISA, é prudente uma nova amostragem com colheita inclusive de material para
isolamento viral, para excluir a possibilidade de PSC.

Deve-se reconhecer que os prejuizos causados pela introdugdo do virus da PSC
em areas ja decretadas livres e com alta densidade de granjas de suinos, é muito
grande, e que mesmo em condi¢des excelentes de vigilancia e controle é dificil eliminar
por completo essa possibilidade. Pode ser usado como exemplo o caso da Holanda que
durante o ultimo foco de PSC, sacrificou e incinerou mais de 10.000.000 de animais.

Existe entretanto, uma grande preocupagdo no ambito internacional sobre esse
problema. Dessa forma a pesquisa no intuito de desenvolver uma vacina recombinante
que se mostre eficiente, segura e que permita a diferenciacdo entre anticorpos conferidos
pela vacinagdo ou por cepas de campo do virus da PSC, tem sido motivo de inumeros
trabalhos (HULST & MOORMANN, 1996; SCHRIJVER, 1998, BOUMA et al, 1999,

CHENUT et al., 1999, RIJN et al., 1999; HAMMOND et al., 2000).
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6. CONCLUSOES

1) Realizamos um estudo da prevaléncia da Peste Suina Classica no Estado do
Parana, que seguiu as normas internacionais obtendo resultados compativeis aos

encontrados em centros de referéncia.

2) Para a detecgdo de antigeno, a técnica de ELISA apresentou melhores
resultados do que o isolamento viral em cultivos celulares, quando as condigbes de

conservagao da amostra comprometiam a viabilidade do virus para a replicagcéo.

3) Para a detecgéo de anticorpos, a concordancia dos resultados entre a técnica
de ELISA e a de virusneutralizagdo (prova de referéncia) foi de 98,26%, e os valores
relativos de sensibilidade e especificidade foram de 94,87 e 99,41% respectivamente.
Estes resultados reafirmam a seguranca da utilizagdo desse kit de ELISA para o

diagnéstico sorolégico da PSC, na manutengdo do Programa de Erradicagdo da PSC no

Estado do Parana.
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4) Na técnica de ELISA para detecgéo de anticorpos, nenhum dos soros com
resultado falso positivo foi determinado pela presenga de anticorpos contra Diarréia

Bovina Viral.

5) Na granja que realizou vacinagdo clandestina todos os animais apresentaram

anticorpos em titulos que conferem protecao a reinfecg¢éo, apds 17 meses.

6) O estudo sorologico de 36.507 suinos pelas técnicas mencionadas permite

afirmar a auséncia de PSC no Estado do Parana.

7) Esse estudo demonstra a importancia dessas técnicas na vigilancia
epidemiolégica dentro do Programa de Controle e Erradicagéo da PSC, tanto no Parana

como no resto do pais.
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