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RESUMO

Testes de soroneutralizacdo (SN) foram realizados para deteccéo de anticorpos contra os virus da
peste suina classica (VPSC), da diarréia viral bovina (VDVB) e do virus da doenca da fronteira ou
"border disease" dos ovinos (VBDO) em amostras de soros suinos coletadas para triagem de
anticorpos antiVPSC, com o objetivo de determinar o valor da SN como prova soroldgica
diferencial. Noventa e nove soros de uma amostragem de 16.664 foram positivos em um teste de
ELISA policlonal, incapaz de diferenciar anticorpos induzidos contra os diferentes pestivirus.
Quando submetidos a SN, 81 apresentaram anticorpos somente contra 0 VPSC. Dezessete soros
apresentaram anticorpos com reatividade cruzada contra os VPSC, VDVB ou VBDO, e na maioria
deles (13/17) as diferencas entre os titulos obtidos pela SN ndo permitiram inferir qual seria o virus
provavel indutor dos anticorpos detectados. Concluiu-se que a prova requer cuidados ao ser usada
com essa finalidade, pois quando amostras isoladas de soro sdo examinadas a variacdo entre 0s
titulos de anticorpos pode ser insuficiente para permitir essa diferenciacao, necessitando uma
amostragem que inclua um namero significativo de animais dentro do criatorio ou da granja
suspeita.
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ABSTRACT

Serum neutralization tests (SN) were performed against classical swine fever virus (CSFV), bovine
viral diarrhea virus (BVDV) and border disease virus (BDV) on samples of swine serum collected
for screening of antibodies to CSFV, in order to determine the SN value as a differential serological
test. Ninety-nine sera out of a sample of 16,664 were positive for antibodies to pestiviruses in an
ELISA test which did not distinguish antibodies to different pestiviruses. When submitted to SN, 81
sera were positive for CSFV antibodies only. In 17 sera, crossreactive antibodies to either CSFV,
BVDV or BDV were detected. In most of these sera (13 out of 17) the differences between SN titres
against the three viruses were not sufficient to estimate which was the most likely antibody-inducing
virus. It was concluded that, for the SN to be useful in such differentiation, it is essential to examine
a sample which must include a representative number of sera from the same farm where suspect
animals were detected. When isolated serum samples are examined, such as those obtained with the
sampling strategy adopted here, the SN may give rise to inconclusive results.
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INTRODUCAO

O virus da peste suina classica (VPSC) e o virus da diarréia viral dos bovinos (VDVB), juntamente
com o virus da doenca da fronteira ou "border disease" dos ovinos (VBDO), sdéo membros
reconhecidos do género Pestivirus, familia Flaviviridae (Francki et al., 1991). Tanto o VDVB como
0 VBDO podem infectar suinos (Stewart et al., 1971; Wensvoort et al., 1988; Roehe et al., 1992).
Essas infeccOes, embora possam causar diferentes manifestacdes clinicas nessa espécie, muitas
vezes ocorrem de forma assintomatica (Roehe, 1991). Os pestivirus de ruminantes, devido a sua
infectividade relativamente limitada em suinos e ao baixo nivel de risco que representam para esta
espécie, sdo epidemiologicamente muito menos importantes do que o VPSC. Nao obstante, em
animais infectados com VDVB ou VBDO, reac6es cruzadas podem dar margem a equivocos na
interpretacdo de testes soroldgicos.

Presentemente, encontra-se em andamento no Brasil o "Programa de Erradicacdo da Peste Suina
Classica" (MAARA, 1992). Dentro desse programa, os testes que tém sido recomendados para
triagem inicial dos soros sdo ensaios imunoenzimaticos (Wensvoort et al., 1988; Leforban et al.,
1990). Os testes de "primeira geragdo™ (Leforban et al., 1990) ndo séo capazes de diferenciar
anticorpos antiVPSC daqueles induzidos por outros pestivirus. Ja os testes mais elaborados
(Wensvoort et al., 1988) sdo capazes de diferenciar somente anticorpos antiPSC de anticorpos
antiVDVB, porém nao antiVBDO. Por esses motivos, a prova ainda considerada "gold standard"
para a diferenciacdo entre os trés pestivirus € o teste de soroneutralizacdo (SN), no qual o soro
suspeito € examinado em sua capacidade de neutralizar os trés diferentes pestivirus (VPSC, VDVB
e VBDO), com maior ou menor intensidade (Jornal, 1991).

No Brasil, em cumprimento as determinacgdes do Programa de Erradicacéo da Peste Suina Classica,
os Estados livres de PSC devem proceder ao monitoramento de seus rebanhos por meio de testes
soroldgicos (MAARA, 1992). No Rio Grande do Sul, Estado declarado livre de PSC, o primeiro
monitoramento do perfil sorologico foi feito recentemente, sendo examinadas 16.664 amostras de



soros com a utilizacdo do teste de ELISA de primeira geracao, recomendado a época (ELISA-PPC,
Sanofi Pasteur Diagnostics).

No presente estudo, foi realizada uma analise da eficacia da prova de SN como teste diferencial
entre infecgdes por VPSC, VDVB e VBDO, quando aplicada sobre uma amostragem em larga
escala, amostragem esta que foi feita visando determinar o perfil sorologico da populacgdo suina do
Estado do Rio Grande do Sul, cerca de dois anos ap0s a proibi¢do da vacinagdo contra a Peste Suina
Cléassica no Estado. O objetivo do presente estudo foi avaliar a validade da SN na determinacgédo do
pestivirus mais provavel indutor dos anticorpos eventualmente encontrados, quando aplicado sobre
esse tipo de amostragem.

MATERIAL E METODOS

Foram testados 16.664 soros de suinos, coletados com base no nimero de municipios cadastrados
junto a Associacao de Criadores de Suinos do Estado do Rio Grande do Sul (ACSURS), apds uma
analise estatistica delineada com base em uma expectativa tedrica de prevaléncia da enfermidade
em 1% do rebanho, assumindo uma populacdo de suinos, e adotando a formula recomendada por
Thrusfield (1986). Além disso, a amostragem foi viciada pela inclusdo de soros de propriedades
com problemas reprodutivos. Pelo método de amostragem adotado, dos 50 criatorios amostrados,
30 contribuiram com somente uma amostra, oito criatérios com duas amostras; quatro com trés,
dois com quatro e os seis criatdrios restantes, com cinco ou mais amostras de acordo com o
esquema de amostragem estabelecido (Ishizuka, 1998, comunicagao pessoal).

Para a multiplicacdo do VPSC amostra Alfort 187 (Dahle et al., 1987) foram utilizadas células da
linhagem rim de suino SK6 (Kasza et al., 1972). Para a multiplicacdo do VDVB amostra Oregon
C24V (Gillespie et al., 1961) e do VBDO, amostra de VBDO "BD Weybridge" ou "BDW"
(Harkness et al., 1977) foram utilizadas células da linhagem Madin Darby bovine kidney (MDBK).
As células foram cultivadas em meio minimo essencial de Eagle (E-MEM) suplementado com 5%
de soro fetal bovino (SFB; Nutricell). O soro utilizado nos cultivos foi previamente testado para
assegurar a auséncia de pestivirus ou anticorpos antipestivirus. Ao meio foram adicionados 0,2 ml
de enrofloxacina (Baytril) a 5% por litro de meio de cultura. As células foram repicadas 1-2 vezes
por semana, conforme técnicas usuais (Roehe, 1991).

Os estoques de virus foram produzidos pela inoculacéo de suspens@es virais a multiplicidades de
infeccdo entre 0,01 e 0,1, em garrafas plasticas de 25cm?, seguindo procedimentos usuais (Roehe,
1991), sendo as titulagdes das suspensdes realizadas em microplacas de 96 orificios e os titulos
determinados pelo método de Spearman e Karber (Lorenz & Bdgel, 1973).

Foram feitos testes de ELISA com o emprego do kit comercial (ELISA-PSC; Sanofi-Pasteur)
recomendado pelo MAARA a época da realizacdo deste estudo (Silva, 1997). Foram testados pelo
ELISA todos os 16.664 soros coletados.

Para os testes de soroneutralizacdo contra o VPSC foi utilizada a técnica denominada "neutralizing
peroxidase linked assay" ou "NPLA", descrita previamente (Jensen, 1981). Resumidamente,
diluicdes (1:10 a 1:320) dos soros em meio E-MEM foram distribuidos em microplacas de 96
orificios e incubadas com 100 DICCs, da amostra Alfort 187 de VPSC. Apds a incubacdo, uma
suspensdo com aproximadamente 3x10* células SK-6 em meio E-MEM foram adicionadas, as
placas incubadas a 37°C em atmosfera com 3% de CO, por quatro dias e fixadas para
imunoperoxidase, como descrito abaixo.



Para a SN visando a deteccdo de anticorpos contra 0 VBDO, o procedimento utilizado foi 0 mesmo
descrito acima, porém com 100 doses infectantes para 50% dos cultivos celulares (DICCsp) da
amostra BDW, sobre células MDBK. Igualmente, para os testes de SN contra 0 VDVB, o
procedimento foi 0 mesmo, sendo utilizadas 100 DICCsy da amostra Oregon C24V, sobre células
MDBK. Para estes ultimos, como a amostra Oregon C24V é citopatogénica para os cultivos de
MDBK, a leitura foi realizada pela verificacdo da presenca ou auséncia do efeito citopatico
caracteristico.

A técnica de imunoperoxidase (IPX) foi realizada como descrito previamente (Saunders,1977;
Jensen, 1981).

RESULTADOS

Os testes de ELISA das 16.664 amostras examinadas revelaram 146 (0,87%) amostras positivas.
Devido a indisponibilidade de soros em volume suficiente, somente 99 dos 146 soros positivos
foram examinados pela SN, contra as amostras dos trés distintos pestivirus (VPSC, VDVB e
VBDO), e os resultados séo apresentados na Tab. 1. Dos 99 soros analisados, 81 foram positivos
somente para anticorpos antiVPSC. Sessenta e oito amostras (amostras 18 a 85; Tab. 1) foram
positivas somente contra 0 VPSC. Dezessete amostras (amostras 1 a 17; Tab. 1) apresentaram
reatividade cruzada com VDVB ou com VBDO. Os titulos de anticorpos neutralizantes detectados
na maioria dos soros com reatividade cruzada foram iguais ou muito semelhantes, tanto para VBVD
como para VPSC, ndo apresentando diferengas significativas, isto €, iguais ou superiores a quatro
vezes (Herrmann, 1985). Sete das 17 amostras de soro apresentaram anticorpos neutralizantes para
0 VBDO. Somente em quatro amostras de soro (soros numero 3, 6, 13 e 17) foi possivel detectar
diferencas significativas contra um dos trés virus incluidos nos testes. Em uma delas (amostra
numero 3) o titulo de anticorpos antiVBDO foi significativamente mais elevado do que o titulo dos
outros dois pestivirus.




Tabela 1. Comparagio entre os titulos de anticorpos neutralizantes
obtidos contra os virus da diarréia viral bovina (VDVB), peste suina
classica (VPSC) e “border disease” dos ovinos (VBDO)

Amosira de Titulo de anticorpos neutralizantes anti

soro VDVB VPSC VBDO
1 284 608 L
2 30 30 -
3 30 56 402(#)
4 40 30 .
5 48 13 .
6 50 242(#) 28
7 60 56 124
8 60 124 .
9 13 12 30
10 30 56 30
1 50 100 40
12 56 56 .
13 113(#) 28 .
14 124 124 .
15 160 13 :
16 50 13 )
17 100 402(#) 40
18-85 . 282 3512 =
86-90 - - .
91-99 Toxss Téx Téx

& Expressos como a reciproca do titulo de anticorpos nevtralizanies capazes de
neutralizar 50% de 100 DICCsy de VPSC, VDVEB ¢ VBDO.,

& Soros considerados negativos para anticorpos neutralizantes (Hulos< 1/10)

(#) Soros com titulos considerados significativamente maiores (1guais ou superiones i
quatng vezes ) contra um dos trés vins testados,

(##) Soros wWixicos para os cullivos celulares.

DISCUSSAO

A prova de SN é reconhecida como padréo para a avaliacdo de resultados de provas sorologicas
para o diagndstico de infecgdes pelo VPSC (Jornal, 1991). Néao obstante, sua aplicacdo como teste
diferencial de infec¢des por outros pestivirus pode ser bastante complicada, particularmente quando
sdo examinadas amostras isoladas, no qual um soro é tomado como representativo do "status"
sorologico de uma populagdo. Como demonstrado aqui, 0s niveis de anticorpos podem ndo ser
suficientes para permitir uma conclusdo inequivoca a respeito de qual dos pestivirus foi o
responsavel pela inducdo dos anticorpos detectados.

Tradicionalmente, diferencas sdo consideradas significativas em provas sorologicas quando sao
iguais ou superiores a quatro vezes (Herrmann, 1985). Nos casos aqui apresentados estas diferencas
foram, em sua maioria, inexistentes ou nédo significativas. Dentre os soros analisados, somente
quatro apresentaram titulos de anticorpos iguais ou superiores a quatro vezes nos testes contra 0s
trés virus, o que permitiria estimar qual o provavel agente indutor daquela resposta. Ndo obstante,
nos demais soros a diferenciacao precisa ndo poderia ser feita com base nos titulos obtidos, uma vez
que ndo houve diferencas significativas. Portanto, quando o objetivo for a determinacgéo do provavel
pestivirus causador da infeccdo, o resultado da SN deve ser interpretado com cautela. Embora
geralmente os titulos de anticorpos sejam superiores contra o virus causador da infec¢do (Hafez et
al., 1976; Stewart et al., 1971; Roehe, 1991), sabe-se que, dentro de uma populacdo, em alguns
animais podem-se observar titulos de anticorpos superiores contra um virus distinto, embora



antigenicamente semelhante (Hafez et al., 1976; Liess et al., 1977; Jensen, 1981; Wensvoort et al.,
1988; Roehe, 1991), particularmente no caso dos pestivirus, 0s quais apresentam notéria
heterogeneidade antigénica (Moennig, 1990; Harkness & Roeder, 1988). Assim, é fundamental que
sejam analisadas varias amostras de soro da mesma granja, amostras estas que sejam realmente
representativas do "status" soroldgico do grupo de animais sob suspeita. Ao contrario de outros
testes mais especificos (Wensvoort et al., 1988; Leforban et al., 1990), a SN pode ser utilizada com
essa finalidade quando a amostragem dos soros € feita com um nimero representativo de animais
em um criatorio. Quando amostras de soro isoladas sdo examinadas, como no caso do método de
amostragem adotado, ocasionalmente poderéo ser detectados resultados inconclusivos.
Considerando que o método adotado para essa amostragem devera ser o0 mesmo a ser empregado
para a sorologia de PSC nos demais Estados do Pais participantes do Programa de Erradicacao da
Peste Suina Cléssica.

Outra observacéo interessante foi realizada em uma das amostras de soro, a qual apresentou titulos
de anticorpos neutralizantes significativamente superiores contra 0 VBDO. Evidentemente, esse
resultado singular carece de significancia, sendo impossivel especular a respeito da ocorréncia de
VBDO na regido estudada com somente um dado isolado. Embora essa possibilidade ja tenha sido
comprovada em outros paises (Roehe et al., 1992), no Brasil o0 VBDO ainda ndo foi isolado, 0 que
sugere que esse virus ainda € exodtico no Pais. Ndo obstante, a possibilidade da ocorréncia de
infecgdes pelo VBDO em suinos nos criatdrios brasileiros é concreta, o que implica em que 0s
laboratorios estejam preparados para fazer essa diferenciacdo. Assim, a ocorréncia de anticorpos
contra 0 VBDO deve ser contemplada no diagnostico diferencial de peste suina classica.

Portanto, para o diagnostico diferencial preciso e conclusivo de infecgdes por pestivirus, os testes de
SN devem ser realizados contra os trés membros reconhecidos do género, VPSC, VDVB e VBDO.
Além disso, é necessario que as provas sejam realizadas sobre uma amostragem significativa de
soros em um determinado criatorio, amostragem essa que deve ser realm a01v51n5.htm ente
representativa do "status" soroldgico da populagdo sob analise, ndo podendo basear-se no exame de
amostras isoladas de soro.
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