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ABSTRACT. Freitas T.R.P., Souza A.C., Esteves E.G. & Lyra T.M.P. [Compari-
son of virological methods applied on african swine fever diagnosis in Bra-
zil, 1978.] Comparacao dos métodos virolégicos aplicados no diagnoéstico da
peste suina africana no Brasil, 1978. Revista Brasileira de Medicina Veterindria,
37(3):255-263, 2015. Laboratério Nacional Agropecudrio, Ministério da Agri-
cultura, Pecuaria e Abastecimento, Avenida Rémulo Joviano, s/n, Caixa postal
35/50, Pedro Leopoldo, MG 33600-000, Brasil. taniafrei@hotmail.com

The techniques of leucocytes haemadsorption (HAD) for the African Swine
Fever (ASF) virus isolation and the fluorescent antigens tissue samples (FATS) for
virus antigens detection were implanted in the ASF eradication campaign in the
country. The complementary of techniques was studied considering the results
obtained when the HAD and FATS were concomitantly applied on the same pig
tissue samples. The results of 22, 56 and 30 pigs samples from of the States of Rio
de Janeiro (R]), Sdo Paulo (SP) and Parana (PR), respectively, showed that in R]
11 (50%); in SP, 28 (50%) and in PR, 15 (50%) samples were positive in the HAD,
while, R], 18 (82%); SP, 33 (58%) and PR, 17 (57%) were positive in the FATS. In
the universe of 108 samples submitted to both the tests, 83 (76.85%) were positi-
ve in at least one of the tests, which characterized ASF positivity. Among the po-
sitive samples, 28 (34%) have presented HAD negative results and 15 (18%) have
presented FATS negative results. The achievement of applying simultaneously
the both tests was the reduction of false- negative results, conferring more ASF
accurate laboratorial diagnosis, besides to show the tests complementary. This
aspect is fundamentally importance concern with a disease eradiation program
to must avoid false negative results. Evidences of low virulence ASFV strains
in Brazilian ASF outbreaks and also the distribution of ASF outbreaks by the
mesoregions of each State were discussed. Public political action to avoid ASFV
re-introduction should be thought and established. The successful experience of
1978 can be taken advantage for the country and for the outside.

KEY WORDS. African swine fever (ASF), laboratory diagnosis, HAD and FATS,
epidemiology.

RESUMO. As técnicas de hemadsorcdo (HAD) de suinos (FATS) para deteccdo de antigenos virais
para o isolamento do virus da Peste Suina Africa- foram implantadas na campanha de erradicacdo da
na (PSA) e a fluorescéncia em amostras de tecido  PSA no pais. A aplicacao das duas técnicas foi ava-
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liada considerando os resultados obtidos quando o
HAD e FATS foram concomitantemente aplicados
nas mesmas amostras de tecido de suino. Os resul-
tados de 22, 56 e 30 amostras de suinos oriundos
dos Estados do Rio de Janeiro (R]), de Sdo Paulo
(SP) e do Parana (PR), respectivamente, apontaram
que no RJ 11 (50%); em SP, 28 (50%) e no PR, 15
(50%) amostras foram positivas no HAD. Enquan-
to, RJ, 18 (82%); SP, 33 (58%) e PR, 17 (57%) foram
positivas no FATS. No universo de 108 amostras
submetidas a ambos os testes, 83 (76,85%) foram
positivas em, pelo menos um dos testes, o que ca-
racterizava positividade para PSA Dentre as amos-
tras consideradas positivas, 28 (34%) apresentaram
resultado negativo para HAD e 15 (18%) apresen-
taram resultado negativo para FATS, a partir do
que se conclui que a realizacdo de ambos os testes
implicam na reducao de resultados finais falso-ne-
gativos, conferindo um diagnéstico mais preciso
da doenca nos rebanhos além de mostrar a com-
plementaridade dos testes. Este aspecto é de fun-
damental importancia num programa cujo objetivo
é erradicagdo da doenca, o que implica em evitar o
risco de um diagnostico falso- negativo. As evidén-
cias de cepas de baixa viruléncia nos focos de PSA
ocorridos no pais como também a distribuicdo dos
focos de PSA pelas mesorregides de cada Estado
foram discutidas. Politicas puablicas que previnam
a reintroducdo do VPSA devem ser pensadas e es-
tabelecidas. A experiéncia bem-sucedida de 1978
pode ser aproveitada como base para o pais e para
o exterior.

PALAVRAS-CHAVE. Peste suina africana (PSA), diag-
nostico laboratorial, HAD e FATS, epidemiologia.

INTRODUCAO

A Peste suina africana (PSA) é uma virose he-
morragica, contagiosa e letal, que afeta suinos de
todas as idades. Em 2007, surtos de PSA ocorreram
na Georgia, Cducaso, rapidamente o virus se dis-
seminou para os paises vizinhos chegando a Rus-
sia onde ja atinge mais de 18 Estados (OIE-WAHIS
2013). Nao obstante, o ntimero de surtos de PSA
vem crescendo no continente Africano desde me-
ados dos anos 90, com o agravante que varios sur-
tos ocorreram em paises do leste africano que nao
tinham histérico de infec¢do com PSA, como Cos-
ta do Marfim (1996), Nigéria (1997), Togo (1997),
Gana (1999), Burkina Faso (2003), Chade (2010,
2011). E nas Ilhas de Madagascar (1998) e Mauri-
cio (2007) no oceano Indico. Na Nigéria a PSA se
tornou endémica desde 2008 (Sanchez-Vizcaino et
al. 2012).

A PSA em suinos domésticos pode se desenvol-
ver nas formas: aguda, hiper aguda (per aguda),
cronica e subclinica (inaparente) dependendo da
dose e da viruléncia da cepa viral infectante e de
fatores dos animais como as condi¢des sanitarias
em geral, idade, sexo (Mebus & Schlafer 1982, Lyra
2006). A forma aguda da PSA é associada a cepas
virais de alta viruléncia e os suinos infectados de-
senvolvem febre alta, hemorragia nos 6rgaos do
sistema reticulo endotelial e indices de mortalida-
de no rebanho de 90-100%, enquanto, as formas
cronicas e subclinicas, associadas a cepas de baixa
viruléncia, o indice de mortalidade pode variar de
30-70% (OIE, 2012) e de 0 - 25% em animais experi-
mentalmente inoculados (Mebus & Schlafer 1982).

O agente etiolégico da PSA denominado Virus
da PSA (VPSA) é o tinico membro da familia Asfa-
viridade no género Asfavirus. O VPSA contém um
genoma DNA de dupla-fita, linear, complexo e de
replicagao citoplasmatica (Yanez et al. 1995). O vi-
rion apresenta um capsideo icosaédrico regular en-
volto por um envelope lipoprotéico, de onde emer-
ge a tnica glicoproteina viral que est4 associada ao
fendomeno de hemadsorcao viral (Iyer et al. 2006). O
comprimento da molécula de DNA do VPSA varia
de 170 to 190kb dependendo do isolado (Nix et al
2006, Villiers et al. 2010). Independente da variagao
da viruléncia das cepas virais somente um soroti-
po do virus foi reconhecido. Os animais infectados
podem sobreviver a PSA e produzirem anticorpos
contra o VPSA que podem ser diagnosticados em
levantamentos sorologicos em sete a dez dias apds
a infeccdao. Nas regides onde o virus é endémico ou
em infec¢des causadas por cepas de baixa virulén-
cia o estudo sorolégico é recomendado no reconhe-
cimento de novos focos. (Pan et al. 1972, OIE 2012).

No Brasil, vérios surtos de PSA ocorreram no
tinal dos anos 70, sendo o foco “indice” diagnosti-
cado na granja de suinos denominada Floresta, na
cidade de Paracambi no Estado do Rio de Janeiro,
no ano de 1978. A suspeita clinica de PSA foi con-
firmada pelo exame laboratorial das amostras de
suinos do surto de Paracambi em Plum Island Ani-
mal Disease Center, PIADC- US (Lyra 1981).

Em junho 1978 foi implantado o Laboratério de
Diagnéstico da PSA (LDPSA) na Universidade Fe-
deral do Rio de Janeiro (UFR]). No mesmo més o
LDPSA recebeu amostras de vérias regides do pais.
O maior ntimero de amostras veio dos Estados das
regides sudeste e do sul do pais (Andrade 1980).
O diagnéstico foi realizado segundo o padrao re-
comendado pela Organizacdo Mundial de Sadade
Animal (OIE), as técnicas de Hemadsor¢ao (HAD)

256

Rev. Bras. Med. Vet., 37(3):255-263, jul /set 2015



Comparagdo dos métodos virolégicos aplicados no diagnéstico da peste suina africana no Brasil, 1978

em leucdcitos de suinos para o diagndstico e isola-
mento viral e a imunofluorescéncia em impressoes
ou esfregacos de tecidos para a deteccao de antige-
nos virais (FATS) foram implantadas sob a consul-
toria de varios expertos europeus e norte america-
nos. O VPSA foi isolado massivamente nos meses
de junho e julho de 1978 em amostras oriundas de
varios Estados principalmente do Estado do Rio de
Janeiro, Sao Paulo e Parana (Andrade 1981). No ini-
cio do funcionamento do LDPSA, a primeira técni-
caimplantada aplicada para o isolamento viral foi a
HAD. As primeiras amostras de virus isoladas pela
HAD foram oriundas de suinos de um lixao em Te-
resépolis (Machado Jr 1990). Em meados de junho,
as duas técnicas, HAD e FATS, ja estavam sendo
aplicadas na detecgao e diagnéstico viral (Freitas &
Lyra 2010, 2011). A implantacdo das duas técnicas
era o padrao em 1978, contudo como metodologias
com fundamentos diferentes, requerem conheci-
mentos e equipamentos distintos para a realizagao
do diagnéstico da PSA. Desde 1984 Brasil esta li-
vre da PSA (Lyra 2006), contudo, na atualidade, a
PSA se dispersa por vérios paises com indices de
desenvolvimento diferenciados, mas especialmen-
te com alto indice de pobreza e que se agrava com
a ocorréncia da PSA em seus rebanhos de suinos,
principalmente na Africa (Sanchez-Vizcaino et al.
2012). Como as trocas mercadoldgicas e as viagens
turisticas ampliaram-se nos dltimos anos, o risco
da ocorréncia da doenca em regides livres é signi-
ficativo. Conseqiientemente, a necessidade de esta-
belecer métodos seguros para o diagndstico labora-
torial da PSA é preponderante tanto na prevengao
da infeccdo como em uma situacdo emergencial.
As técnicas HAD e FATS requerem laboratérios
simples para serem implantadas como também sao
facilmente analisadas. Embora, os métodos mole-
culares possam e devam ser aplicados, em situa-
¢Oes de duvidas, a Organizacdo Mundial de Satde
Animal recomenda a inocula¢do em leucdcitos e a
observagdo da hemadsorcao de eritrdcitos para o
isolamento viral como também o FATS para o diag-
nostico de antigenos virais (OIE 2012).

Neste estudo, avaliamos se a implantagdo con-
comitante das duas técnicas é importante para ob-
tencao resultados mais completos e seguros. Com
esse objetivo, a complementaridade das técnicas foi
avaliada pela andlise dos resultados do isolamento
viral realizado pela técnica HAD e a deteccdo de
antigenos virais pela técnica FATS, na experiéncia
brasileira de 1978. Amostras de tecido de suino
testadas simultaneamente pelas duas técnicas nos
meses junho e julho, oriundas de diferentes mesor-

regides dos Estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo
e Parana foram classificadas e a freqtiéncia de po-
sitividade e negatividade comparadas inferindo a
relacdo entre os dois métodos.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

O LDPSA iniciou suas atividades em 12 de Junho de
1978 durante a fase emergencial do Programa Nacional
de Erradicagdo da PSA. De 12 de junho a 28 de Dezem-
bro, 1978, 3803 amostras de tecidos, sangue e soro foram
enviadas ao LDPSA. Nos meses de junho e julho, peri-
odo quando o isolamento viral foi intensivo, o LDPSA
recebeu 390 amostras tecidos e soros de suinos de varias
regides do pais, sendo que 251 de suinos de diferentes
mesorregides do Estado do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Parand (Freitas e Lyra 2011). Deste total, foram selecio-
nadas 108 amostras de tecido de suinos que haviam sido
testadas simultaneamente pela HAD e FATS.

Diagnéstico Laboratorial do VPSA

As técnicas de Hemadsorcao em leucécitos (HAD,
do inglés haemadsorption test) e de Fluorescéncia em
Amostras de Tecidos de Suinos ou em inglés “Fluores-
cence Animal Tissue Sample” (FATS) foram implan-
tadas para o diagnoéstico viral em fragmentos tonsilas,
linfonodos, baco, e figado. O diagnéstico diferencial de
virus da peste suina classica (VPSA) foi realizado pelo
isolamento viral em PK15 revelado pela prova de Imu-
nofluorescéncia indireta IIF (Freitas et al. 2006) e por
FATS.

Isolamento viral pela técnica de Hemadsorcao (HAD)
O HAD se baseia na propriedade de leucécitos de
suinos infectados com o VPSA induzirem a adsorcdo de
eritrécitos em suas membranas (Malmquist & Hay 1960,
Malmquist 1962). Descri¢do sucinta da técnica: amostras
de sangue colhidas com o anticoagulante 4cido etileno-
diamino tetra-acético (EDTA) e fragmentos de 6rgaos
acomodados em embalagem que os mantinha resfriados
(4° a 12°C) oriundos de suinos de vérias regides do pais
foram enviados ao LDPSA. Cerca de um grama de cada
fragmento de tecido de suino recebido foi macerado
com areia estéril em graal, em seguida, homogeneiza-
da em cinco a dez mililitros de meio de cultura conten-
do antibiéticos. As suspensodes de tecido obtidas foram
clarificadas a 1000g por cinco minutos e o sobrenadante
inoculado em cultura primaéria de leucdcitos de suinos.
As amostras foram submetidas ao diagnoéstico diferen-
cial de Peste suina cléssica (Andrade 1980, Freitas, et al.
2006). Para o estabelecimento da cultura de leucécitos,
sangue de suino negativo para PSA foi colhido em gar-
rafas estéreis, desfibrinados pela agitagdo manual sua-
ve com auxilio de bilhas de vidros. As amostras foram
centrifugadas a 700g por trinta minutos. A suspensdo
contendo leucécitos ou “buffy coat” foi coletada e tratada
com cloreto de amoénia para eliminagao das hemécias.
Os leucocitos obtidos foram incubados a temperatura
ambiente por 15 minutos centrifugados a 700g por 15
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minutos e o precipitado de leucécitos lavado com meio
de cultura ou tampao fosfato (PBS). Em seguida os leu-
cécitos foram re-suspensos em meio Dulbecco modifica-
dos (DMEM) suplementado com antibiéticos e 40% do
soro de suino que doou os leucécitos. A suspensdo dos
leucécitos foi distribuida em tubos de vidro. Os tubos
foram incubados inclinados num angulo de cerca de 45°
na temperatura de 37°C. Cada amostra foi inoculada em
trés tubos (0,2mL/tubo) nas dilui¢cdes de 1/10. 1/100 e
1/1000. Os Controles, Positivo e Negativo (ndo inocula-
do), foram incubados nas mesmas condigdes das amos-
tras em teste. Depois de trés dias, 0,2mL de eritrécitos
de suino foram adicionados a cada cultura de leucécito.
As culturas foram lidas sob microscépio 6tico diaria-
mente durante dez dias para observacdo do fendmeno
da hemadsorcao e de efeito citopatico (CPE). Sangue de
suino para a cultura de leucdcito e para o fornecimento
de eritrdcitos era fornecido pela unidade de suinos da
Fazenda governamental denominada Fazenda Modelo,
em coleta semanal.

Fluorescéncia em amostras de tecidos de suinos (FATS)

A técnica de fluorescéncia em amostras de tecido ba-
seada em Bool et al. (1969) foi aplicada para a deteccao
de antigenos virais do VPSA em impressdes de tecidos
de suinos. Os tecidos testados foram tonsilas, baco, lin-
fonodos e figado. Esta técnica se baseia na reagdo antige-
no-anticorpo e é realizada aplicando sobre a impressdo
do tecido, uma solucao contendo anticorpos (imunoglo-
bulinas) especificos anti-VPSA (antigenos) previamente
conjugados com isotiocianato de fluoresceina (fluores-

cein isothiocyanate conjugate - FITC). Controles positi-
vos e negativos foram incluidos no teste para assegurar
a correta interpretagdo das laminas.

Organizac¢do dos dados e analise dos resultados

As informagodes pertinentes a cada amostra de suino
como a data da entrada no laboratério, origem da amos-
tra (municipio e Estado), as mesorregiodes geograficas e o
numero de registro e/ou cédigo de amostra de cada um
dos trés Estados selecionados para analise foram compi-
ladas em tabelas (Tabelas 1, 2, 3). Amostras testadas pelo
HAD foram descritas em trés colunas de acordo com o
ndimero de passagem em cultura de células para obter
os resultados: primeira, segunda ou terceira passagens.
Nas colunas do FATS foram listados os érgaos e os para-
metros aplicados para a definicdo da intensidade da flu-
orescéncia associada aos antigenos de VPSA descrita em
marcacoes de cruzes e tracos segundo a leitura registra-
da: um trago (-) negativo, auséncia de marcagdo; um tra-
¢o e uma cruz (-+) amostra fraco-positiva; duas cruzes
(++) amostra positiva, e trés cruzes ou mais (+++), amos-
tra forte positiva, semelhante ao padrao de marcagdo de
imunohistoquimica (Barbosa e Freitas, 2008). Todos os
resultados do HAD e FATS obtidos foram classificados
em planilhas XLS, Microsoft Office Excel 2003, para os
calculos de correlagdo de positividade e negatividade de
cada uma das amostras. Uma quarta tabela foi constru-
ida com a andlise geral dos resultados obtidos no Excel
como positivo na HAD e negativo no FATS; positivo no
FATS e negativo na HAD e positivo e negativo nos dois
testes.

Tabela 1. Demonstrativo das amostras analisadas concomitantemente pelas duas técnicas HAD e FATS no
Estado do Rio de Janeiro por municipio, mesorregido e intensidade de marcacao nos érgaos investigados.

1978 Municipio Mesorregidao Coédigo por Amostra HAD FATS Negativo
1# 2# T B L F
15/jun Caxias M 40 1 + - - - 0
16/jun Niter6i M 34 (15.1) 1 + -+ 4+ 0
16/jun Niter6i M 33/78 0 - 1
16/jun Niteroi M 37/78 1 + + o+ 0
16/jun  B.].Itabapoana NO 26(38/78) 1 + + 0
19/jun Cantagalo C 43 0 - - - - 1
19/jun Cordeiro C 44 0 + + 0
20/jun Campos N 55 0 + 0
20/jun Rio Bonito M 46 0 + 0+ 4+ 0
23/jun B. Pirai S 127 A 1 + 0
23/jun B. Pirai S 127B 0 - 1
23/jun Carmo C 71 1 - - 0
23/jun  B.]. Itabapoana NO 128 D 1 - + 0
23/jun Silva Jardim B 117 0 -+ + 0
23/jun Marica M 64 1 ++ -+ - 0
24/jun  B.]. Itabapoana NO 128 1 + + - 0
24/jun Campos N 129 0 + 0
03/jul Caxias M 195 0 1 o+ 4+ 0
12/jul S. Sebastido do Alto C 258 1 ++ o+ o+ 0
12/jul Itaguai M 264 0 + +- 0
13/jul S. Gongalo M 265 0 ++ 0
28/jul Cordeiro C 341 0 ++ 0
Parcial 14 6 22 10 1 6 1 14 5 3
Total 14 6 22 11 (50%) 18 (82%) 3 (13%)

Mesorregides: Baixada=B, Centro= C, Metropolitana = M, Norte=N, Noroeste NO, Sul=S. Orgéos FATS: T= tonsilas,

B= baco, L=Linfonodos, F=Figado
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Tabela 2. Demonstrativo das amostras analisadas concomitantemente pelas duas técnicas HAD e FATS
no Estado do Parana nos meses de Junho e Julho de 1978 distribuidos por municipio, mesorregido e
intensidade de marcacao nos érgaos investigados.

1978 Municipio Mesorregiao Codigo por amostra HAD FATS Negativo
1# 2# 3# B LN F
17/jun Pérola NO 36 0 - 1
22/jun Jacarezinho NP 80* 1 ++  +++ 0
22/jun Jacarezinho NP 81* 0 + o+t 0
23/jun  Wenceslau Bras NP 91* 36% 1 + o+ o+ 0
23/jun  Wenceslau Brés NP 92 1 + + 0
24/jun Tapira NO 135 0 - 1
27/jun Séo José dos Pinhais M 150 0 - - - 1
27/jun Piraquara M 149*(28,57%) 1 + + 0
30/jun Santa Helena @) 181 1 + + 0
30/jun Ipora NO 185%(16,6%) 1 + 0
03/jul ~ Wenceslau Bras NP 186*01(25%) 1 +H+ 0
05/jul Castro CcO 211 0 0 1
07/jul Umuarama NO 218 1 + + 0
07/jul Xambré NO 219 0 + + 0
07/jul Curitiba M 220%01 (0,8%) 1 0 0 0
07/jul Sao Jodo NO 221 0 + 0
07/jul Veré SO 224 1 + 4+ 0
07/jul Umuarama NO 233 0 0 1
07/jul Cruzeiro do O NO 234 0 0 1
07/jul Sertanoépolis NC 235 1 + + 0
07/jul Jacarezinho NP 236 0 0 0 + ++ 0 0
07/jul ~ Wenceslau Bras NP 237 0 0 0 + o+ o+ 0
10/jul Nova Fatima NP 256 1 + 0
13/jul Nova Olimpia NO 268 0 0 1
13/jul  Siqueira Campos NP 266 1 0 0 0 0
13/jul Ponta Grossa CO 267 1 0 0 0
17/jul Porto Vitéria SE 279 0 0 0 1
28/jul Tijucas do Sul M 342 0 0 0 +- +- 0
28/jul Nova Olimpia NO 343 1 0 0 0
31/jul Umuarama NO 361 0 0 0 0 0 0 1
Parcial 22 8 30 10 5 17 10 8 9
Total 22 08 30 15 (50%) 17 (57%) 9 (30%)

Mesorregides Noroeste=NO, Norte Pioneiro =NP Metropolitana=M, Oeste=0, Centro Oriental=CO, Sudoeste=SO,
Norte Central=NC, Sudeste=SE, ()rgéosz Baco=B, Linfonodos=LN, Figado=F.

* Focos que foram avaliados também pelo formulario de investiga¢ao epidemioldgica de PSA apresentando o indice de
mortalidade nos surtos entre parénteses.

Tabela 3. Demonstrativo das amostras analisadas pelas técnicas HAD e FATS no Estado de Sao Paulo:
ntumero de municipios, as mesorregides e os 6rgaos investigados onde antigenos virais foram marcados.

Data Municipios Mesorregido Amostras HAD FATS (xa++) Negativo
Periodo 1# 2# 3# T B L F
29Jun/28]Jul 5 Assis 08 2 3 - 4 2(H) 2+ 2
23Jun/17Jul 4 Vale do Paraiba 05 1 4(+) 3(++) 1) 1
23Jun/17Jul 3 Piracicaba 08 2 3 3 (++) 2 (++) 3
23ju/10Jul 5 Presidente Prudente 06 3 2(+) 1+ 2
23-27Jun 2 Ribeirdo Preto 03 1 1(+) 2(+) 1(++) 1(#) 0
23Jun-3Jul 2 Marilia 05 1 1 1) 3(+) 1(+) 2+) 1
23Ju/17]Jul 6 Campinas 09 3 2 3# 3(+) 1(+) 2
23Jun/27]ul 2 Araraquara 02 1 1 - 0
24Jun/17Jul 2 Macro- Metropolitana 06 0 2 0 1(+) 6(+) 4(++) 2(+) O
28/jun 1 Itapetininga 01 1 1(+) 1(+) 0
03/17]Jul 2 Sao Paulo 03 1 0 0 0 1
Parcial 34 11 56 15 10 3 3 28 16 11 12
Total 34 11 56 28 (50%) 33 (58%)12(21,4%)
Orgéos: T= Tonsilas, Baco=B, Linfonodos=LN, Figado=F. (+ a ++) a maior marcacao evidenciada no FATS por mesor-
regido.
Mesorregioes Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) as
Os municipios dos Estados selecionados foram dis-  Mesorregides congregam municipios que além da proxi-

tribuidos em mesorregioes, pois segundo o critério do  midade geogréfica apresentam similaridades econdmi-
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Tabela 4. Correlacdo de resultados das amostras testadas
simultaneamente na HAD e FATS nos estados do RJ, SP e PR
na fase emergencial da erradicacdo da PSA no Brasil.

Estados Amos-  Em pelo HAD+ FATS+ HAD/ HAD/
tras menos 1 teste FATS- HAD- FATS+ FATS-
RJ, SP, PR 108 83 (76,85%) 15 (18%)* 28 (34% )* 40 25

* (%) Em relacdo as amostras consideradas positivas.

cas e sociais. Neste estudo, 14 municipios do Estado do
Rio de Janeiro (Tabela 1) e 22 do Estado Parana (Tabela
2) foram listados, analisados e distribuidos pelas me-
sorregidoes. No Estado de Sao Paulo, os 56 municipios
analisados foram agrupados nas mesorregioes evitando
assim uma tabela muito grande (Tabela 3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A PSA continua sendo um dos grandes proble-
mas para a producdo de suinos. As taxas de mor-
talidade e morbidade provocada pela infeccao com
VPSA associadas a interdigdo do mercado e a proi-
bicdo do comércio de suinos vivos e produtos de su-
inos levam a incomensuraveis prejuizos aos suino-
cultores e a industria suinicola. Estes prejuizos sao
ampliados pela restricdo as exportagdes de outros
produtos da agropecuéria de paises afetados. O in-
cremento de intercAmbio entre nagdes quer mercan-
til quer turistico intensifica o risco de disseminagao
do VPSA. A inexisténcia de uma vacina preventiva
exacerba a importancia desta virose para seguranca
global de alimentos (Arzt et al. 2010).

No Brasil, o combate a PSA se iniciou com o
estabelecimento do Programa de Erradicacdo da
PSA, em duas fases: a fase emergencial - periodo
do final do primeiro semestre de 1978 a 1979 e a
fase especifica que consolidou o programa nacional
de erradicacdo da PSA e se estendeu até 1984 quan-
do finalmente a PSA foi totalmente erradicada do
territorio brasileiro (Lyra 2006). As técnicas HAD e
FATS para o diagnéstico laboratorial de PSA eram
os padrdes de referéncia da época, contudo, facili-
dade de implantacdo desses métodos em conjunto
a fidedignidade dos resultados produzidos faz com
que ainda hoje sejam recomendadas pela Organi-
zacdo Mundial de Satide Animal para o diagnoésti-
co laboratorial como também para redimir davidas
oriundas de métodos moleculares (OIE, 2012). Fa-
tores limitantes das duas técnicas foram reconhe-
cidos: algumas cepas do VPSA podem nao induzir
o fendmeno de hemadsorg¢ao aos leucdcitos na pri-
meira passagem (Leitdo et al. 2001). E, no FATS, a
presenca de anticorpos em animais infectados com
VPSA cronicamente pode bloquear a reagdo do an-
ticorpo secundario marcado com FITC com a célula
infectada, e assim interferir no resultado do FATS.

Esses fatores limitantes sao minimizados quando
se aplicam as duas técnicas, acelerando a obtengao
dos resultados. Em uma campanha de erradicagao
a rapidez na obtencdo de resultados fidedignos é
imprescindivel. Nao obstante, um resultado positi-
vo em uma das técnicas é suficiente para confirmar
a infeccdo com o VPSA e desencadear todas as pro-
vidéncias necessarias para combate desta devasta-
dora virose. Neste trabalho as amostras testadas si-
multaneamente nas duas técnicas foram analisadas
para demonstrar a complementaridade dos méto-
dos. Entretanto, quando uma amostra de tecido
de um mesmo animal suspeito apresenta resulta-
do positivo nas duas metodologias, HAD e FATS,
que sdo sistemas bioldgicos distintos, isolamento
em células e deteccdo de antigenos virais em teci-
dos, também, corroboramos para dirimir qualquer
davida em relagdo a fidedignidade dos resultados
encontrados durante a campanha de erradicagao
(Freitas & Lyra 2010, 2011).

O LDPSA iniciou seus trabalhos em 12 de junho
de 1978, testando amostras de tecidos de suinos
sob suspeita de infecgdo com VPSA, oriundos de
diferentes Estados brasileiros incluindo R], SP, PR.
No periodo de doze a trinta de junho de 1978, das
178 amostras de tecido recebidas 89 municipios de
onze estados brasileiros, 152 puderam ser testadas
e destas, 74 apresentaram resultados positivos no
HAD e no FATS. Enquanto no més de julho, foram
testadas 220 amostras de onze estados destas, 56
amostras foram positivas no HAD e 53 no FATS
(Freitas & Lyra 2010). O Estado do Rio de Janeiro
foi o alvo inicial para o intensivo combate a PSA.
A eficicia das a¢des de combate foi demonstrada
em varios estudos realizados anteriormente (Lyra
2006). Contudo, a comparagao dos resultados das
amostras testadas pelas duas técnicas concomitan-
temente reafirma a rapidez dessas agdes, tanto na
coleta das amostras como na realizacdo dos testes.
O estudo de correlagdo dos testes HAD e FATS in-
cluiu 22 amostras do RJ, 30 do PR e 56 de SP (Tabe-
las 1, 2, 3). No resultado global dessa comparagao
podemos observar que nos primeiros dois meses
do plano de emergéncia no R] cerca de 50% das
amostras foram positivas no HAD, mais de 80%
foram positivas no FATS e 13% amostras negati-
vas nos dois testes. (Tabela 1). O maior namero de
resultados positivos no FATS sugere que a coleta
das amostras se deu no inicio do estabelecimento
da infecc¢do, antes mesmo dos animais montarem a
resposta de anticorpos pois, como citado anterior-
mente, o fator limitante do FATS é a formacao do
complexo antigeno-anticorpo nos tecidos infecta-
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dos que pode bloquear a interacdo dos antigenos
virais e o anticorpo indicador. E assim, a produgao
de anticorpos pelos animais infectados geralmente
em infec¢des subclinicas e/ou cronicas, pode dimi-
nuir o potencial de aplicacdo do FATS no diagnés-
tico do VPSA (McDaniel 1981). O desempenho da
HAD depende das condig¢des dos cultivos celulares
e a carga viral nos tecidos suspeitos como também,
as condi¢des das amostras que podem interferir e
prejudicar os resultados ou mesmo impedir a reali-
zagao do teste. Uma vantagem é que HAD permite
aumentar o titulo viral em passagens seqiienciais
em novos cultivos celulares. Entao, a segunda e
terceira passagens, permitem o diagnoéstico do vi-
rus mesmo amostras com titulos baixos ou insufi-
cientes. Como podemos observar, ainda no R] que
somente em uma amostra de suino, do municipio
de Duque Caxias, o VPSA foi diagnosticado em
segunda passagem. Este fato pode ser associado a
baixa carga viral na amostra analisada, que parale-
lamente também foi positiva pelo FATS aplicado
nos fragmentos de baco (Tabela 1). No Estado do
Parand trinta amostras testadas pelas duas técni-
cas, HAD e FATS, apresentaram um percentual de
positividade de 50 e 57%, respectivamente. Cinco
amostras foram diagnosticadas somente em segun-
da passagem no HAD, enquanto, 30% foram nega-
tivas nos dois testes (Tabela 2). Enquanto, em Sao
Paulo, das 56 amostras testadas simultaneamente
na HAD e FATS, 28 (50%) positivas pelo HAD e
33 (58%) positivas pelo FATS e 12 (21,4%) negati-
vas. Contudo a marcacdo fluorescente das amos-
tras foi desde fraca positiva a positiva e nenhuma
amostra forte positiva, acrescentando que algumas
amostras que s6 puderam ser diagnosticadas como
positiva apds novas passagens pela re-inoculagao
em cultivo de leucécitos até a terceira passagem
(Tabela 3). Isto sugere uma alteracdo no perfil do
diagnéstico laboratorial com relagdo ao observado
nos focos iniciais no Rio de Janeiro e mesmo no Pa-
rand, como por exemplo, as amostras oriundas da
mesorregiao Paranaense NP que foram marcadas
com fortemente positivas. Nao obstante, o ntiimero
de amostras testados em SP seja 40% superior ao
amostrado no Parand, os resultados destes dois Es-
tados podem ser considerados similares no mesmo
periodo (SP: 50% e 58%; PR: 50% e 57%).

Quando as amostras foram classificadas para
a comparagdo uma a uma quanto a positivida-
de e negatividade foi observado que no universo
de 108 amostras submetidas a ambos os testes, 83
(76,85%) foram positivas em, pelo menos um dos
testes, 0 que caracterizava positividade para PSA

(Tabela 4). Em uma anélise mais detalhada, dentre
as amostras positivas, 28 apresentaram resultado
negativo para HAD e 15 apresentaram resultado
negativo para FATS, respectivamente 34% e 18%, a
partir do que se conclui que a realizagdo de ambos
os testes implicam a redugdo de resultados finais
falso-negativos, conferindo um diagnéstico mais
preciso da doenca nos rebanhos. Assim sendo, as
duas técnicas podem ser consideradas como com-
plementares, mas cada uma trazendo uma infor-
macao adicional ao diagnostico viral. Conseqtien-
temente a implantagdo das duas é recomendavel
no rastreamento e diagnodstico do VPSA.

Além do tecido sanguineo aplicado preferen-
cialmente na HAD, a pesquisa de antigenos virais
foi direcionada para as tonsilas, bago, linfonodos e
também do figado. Neste estudo foi observado que
a marcacao de duas ou mais cruzes que representa
positivo e fortemente positivo foi evidenciada nos
fragmentos do baco e linfonodos (Tabelas 1-3) o que
sugere que além do sangue, estes 6rgaos podem ser
considerados como alvos preferenciais para o diag-
nostico do virus em campanhas de erradicacdao da
PSA corroborando o tropismo do VPSA por 6rgaos
associados ao sistema reticulo-endotelial (Carnero
et al. 1982).

Os dois primeiros meses do programa de com-
bate a PSA foram cruciais no combate PSA que se
alastravam pelo pais. No Estado do Rio de Janeiro,
grande maioria dos municipios que tiveram sui-
nos infectados pelo VPSA pertencia a mesorregiao
Metropolitana (Tabela 1). Contudo focos de PSA
foram diagnosticados em Municipios distante até
300 km como no caso de Campos dos Goitacazes
na mesorregido Norte (N). A ocorréncia de focos
distantes foi associada as conexdes e extensdes co-
merciais da granja de Paracambi, como bem descri-
to por Machado Jr (1990).

A cidade de Paracambi se localiza préximo a ro-
dovia de acesso a Regido Sul, e a varias cidades da
Regido Sudeste. A Regido Sul do Brasil ja desponta-
va como um grande centro produtor desenvolven-
do a produgdo de suino tipo carne e intensifican-
do a venda de suinos e seus produtos para outras
regides do pais. O trafego rodovidrio intenso entre
essas regides aumentava o risco de dispersao do
virus do Estado do Rio de Janeiro para outros Esta-
dos. Esta possibilidade levou o rastreamento para
outros Estados incluindo Sao Paulo, Parané (Lyra
2006). No Parand, dos 37 municipios investigados
pelo diagnodstico de PSA, em 22 (60%) dos munici-
pios as amostras de suinos foram analisadas tanto
pelo HAD como pelo FATS.
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Esses resultados quando analisados junto as in-
formagdes dos formularios de investigacao epide-
miolégica de PSA (Tabela 2) descrevem o indice de
mortalidade induzido pela infeccao inferior a 40%
como, por exemplo, nos municipios de Curitiba
com 0,8%, Ipora com16, 6%, Wenceslau Bras com
dois rebanhos de suinos afetados pela PSA apre-
sentou 25% e 36%, respectivamente e Piraquara que
o indice de mortalidade alcancou 28,57% (Freitas e
Lyra, 2011). Essas taxas de mortalidade sugerem a
presenca de cepas de baixa viruléncia nos surtos de
PSA no Parana. Cepas de baixa viruléncia tém sido
isoladas em diferentes surtos de PSA em suinos do-
mésticos desde dos surtos na peninsula Ibérica nos
final dos anos 50 e em 1960 e Malta em 1978 (Mebus
& Schlafer 1982, Villeda et al. 1993, OIE 2012).

O foco indice em Paracambi foi notificado em
maio de 1978, se a infec¢do com VPSA em rebanhos
paranaenses foi adquirida em animais oriundos do
R], considerando que as notificagdes ocorreram so-
mente a partir dos meados de junho, ou seja, mais
de trinta dias ap6s o surto de indice ndo é impos-
sivel que o virus tenha se dispersado através de
animais ou em produtos de animais infectados
subclinicamente. A infeccao subclinica é associada
a cepas virais de baixa viruléncia do VPSA, confor-
me ja sugerido por Lyra (1980), Hess (1981), Me-
bus & Schlafer (1982), Peritz (1983). A maioria das
amostras do Parana foi oriunda das mesorregioes
Noroeste (NO) e Norte Pioneiro (NP) ambas as me-
sorregides de fronteira com o Estado de Sao Paulo
o que sugere a possibilidade de disseminacao do
VPSA pelo transito de animais nessas fronteiras.

Concluindo, a comparagao das amostras anali-
sadas pelas duas técnicas HAD e FATS demonstra
a eficicia do programa no diagndstico e rastrea-
mento do VPSA. O Estado do Rio de Janeiro onde
o primeiro foco de PSA foi identificado os resulta-
dos foram claramente positivo nos dois testes sen-
do intensamente marcado no FATS. Os resultados
fraco-positivos diagnosticadas pelo FATS conjun-
tamente com o isolamento do virus pelo HAD obti-
do apods repiques sucessivos das suspensdes virais
em culturas de leucdcitos podem também sugerir a
uma mudanga no perfil das populagdes virais exis-
tentes no pais viral e a presenca de cepas de virus
de baixa viruléncia na populagdo viral infectante.
Neste estudo foi sugerido que além do sangue, o
bago e linfonodos pela intensa marcacdo no FATS,
podem ser considerados como alvos preferenciais
para a investigacao do virus nos exames laborato-
riais. A distribuicao pelas mesorregides agrupando
os municipios pelas caracteristicas geogréficas e

culturas, sugere o tragado terrestre do virus entre o
NP e NO do Parané e o Sul de Sao Paulo.

Atualmente técnicas moleculares como o PCR
(polimerase chain reaction), podem ser aplicadas
para o diagndstico viral, contudo as técnicas de
HAD e FATS ainda sdo recomendadas para o diag-
nostico viral (OIE 2012). A facilidade na implanta-
cdo das técnicas HAD e FATS e a complementari-
dade dos resultados as fortalecem a importancia
dessas técnicas para o diagnéstico da PSA. Uma
politica publica que comporte estabelecimento de
laboratério de diagnostico referencial e estabele-
cimento de planificacdo de estratégias de preven-
¢do a entrada da PSA no Pais deve ser pensada e
estabelecida. A experiéncia bem-sucedida de 1978
pode ser aproveitada como base para o pais e para
o exterior.
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