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PROCEDIMENTO 'PARA O DIAGNOSTICO VIROLOGICO DE ROTINA
DA PESTE SUINA AFRICANA

1. TIdentificaglo de antigénio viral, pela prova de imunofluores-

1% PROVA céncia difecta (IFD) em esfregago de orgios de animais viti-
mados (bago, pulm¥o, ganglio eto.).
2. Identificag¥o de anticorpos, a partir de extracto de orgidos
28 PROVA (vago, pulmBo, ganglio etoc.) ou soro sanguinio, pela prova de
imunofluorescéncid indirecta (IFI).
3. Identifiocag®o de virue, a partir de orgédos de animais vitima-
38 PROVA

dos (bago, pulm¥o, ganglio etc.), em culturas de leucocitos

de suino, pelas provas de hﬂmaadaqrﬁqin (HAD) ou IFD.

0 resultado positivo em cada prova desta sequéncia € consi-

derado resultado FILNAL.

0 resultado negativo implica a passagem 3 prova seguinte.

Evantunlmanta pode recorrer-se & outras Provas, que ainda de grande

valor, sfo de menor efici@ncia no diagnéstico de rotina.
S80 as provas de:

a. Inoculagdo ao porco e microscopia electrdnica para a identifi-
cagtio de virus.

b. Electroosmoforese e fixag¥o do complemento para detecgdo de
anticorpos.
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1% Prova do Ddagndstico Virolégico

Imunoflucrescéneia Directa

Preparagio do orgdo (corte da parte interior.de bago em forma de
de cubo com 1 cm de aresta) e esfregago em lamela quadrada de

16 mm. Colocar em pequano fraseo com celulas para cima & Becar a

37 durante 15 a 30 minutos.

Fixar em acetona (conservada no congelador a -20 C) no mesmo frasco
durante 10 minutos.

Eliminar a acetona e secar a temperatura ambiente.

A lamela & colocada em atmosfera himida e coberta com soro anti-PSA
conjugado FITC durante 45 minutos.

Lavagenm 3 x em aulufn salino a 0,9% e % x em dgua destilada.

Montagem em lamina com glicarina-tampﬁn {9:1) e observag®o em mi-
¢roscopia de fluoresc@ncia.

No modelo de positividade tem particular interesse, para além da

fluorescéneia citoplasmica, a observagldio de intensa fluorescéncia

- @0 nivel de inclus3o citoplasmatica (que corresponde & fabrica de

vfmﬂ) .
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2% Prova do Diagndstico Virologico

Imuinofluorescéneia Indirecta

Lamela com celulas CV, infectadas com virus PSA (ver preparagio

rag. 4) & coberta com hamoganaizadn de orgdo (ver preparagiio pag 3)

para identificagdio de anticorpo PSA, e deixada em atmosfera humida
37 C durante 45 minutos.

Lavagem 3 x gom soluto salino 0,9% e 3 x em &gua destilada.

Secagem com secador electrico.

Cobrir § lamela com soro anti-suine conjugado FITC e colocar de novo
em atmosfera humida a 37 C durante 45 minutos.

Lavagenm 3 x em soluto salino 0,9% e 3 x em agua destilada.

Montagem em lamina com glicerina-tampio (Bil) e observagiio em
microscopia de fluoresocd@necia.

0 modelo de positividade & dado dominantemente pela observagio

de intensa fluorescBncia ao nfvel de inclusio citoplasmica, que

corresponde &s fabricas de virus.

Contudo, & possivel tambem, ainda que com menor frequencia, o

modelo de fluoresc@ncia correspondente & membrana citoplasmica.

Nestes casos a diluiglio do material-amostra torna possivel a obwer-

vagdo da inclusBo fluorescentes.




38 Prova de Diagnostico Virologico

Identificag3o ou isolamento do virus da PSA em cultura de leucoéitos
de suino,

8. Inoculagda de cultura de leucqecitos em tubos ( preparagXo nas pags
1l e 2 = 2 tubos. por ‘amostra ) com 042 nl do homogeneizado de orgdo
( preparac®o pag. 3 ). ' ' '

b. A partir do dia seguinte, os tubos de cultura sZo observados ao
- microscoplo para détecqﬁn de formas de hemoadsorpg3o, com os glo-
bulos vermelhos residuais das culturas celulares,
Se os globulos vermelhos residuais s8o. insufecientes, adiciona-
'=se uma.suspensdo de globulos vermelhos de suino lavados, para

uma concentragda de 0,5% ( 0,2 ml ‘de uma suspens@o a 5% em meio
EAGLE, por cada tubo ),

Ce.A detecg¥o de formas de hemoadsorpg¥o ( globuios vermelhos em ro-
seta em volta de celulas infectadas ) s¥o indicativo de multipli-
cagdo viral, e assim, as amostras correspondentes s¥o consideradas

positivas A PSA. Pode;f&zer-se 1 ou 2 observag¢Bes difrias das
cul turas.

d. Se ao fim de 6 dias n¥o sfo observadas formas de hemoadsorpgio,
0 total de celulas de cada amostra ( 'j& suspensas ou descoladas
"com rubber ) s¥o centrifugadas, e do sedimento faz-se esfregaco
sobre lamela, Prﬁcede-se agora como para a 1@ Prova, isto &,
imunofluorescéncia directa ( ver pag 5 ).

Da observag®o em microscopia de fluorescéncia & dado o resulta-
do final. |

Na practca nés usamos sé a prova final de imumofluorescéncia
directa,




Praparhg!o.da homogeneizado de orgHos

a. A partir, usualmente de bago, faz-se uma suspens¥o a 20% em solu-
to salino Hank's, em almofariz ou qualquer homogeneizador.

b. Centrifugar 30 minutos a 3000 rpm.

©. 0 sobrenadante é recolhido, adioiona~se antibiéticos (penicilina,

estreptomicina ou 86 neomicina) e deixa-se ficar A temperatura am-
biente cerca de 1 hora.

4 dose normal de antibioticos (100 UI de penicilina, 0,1 mg de
estreptomicina on 1hn,ug'ae neomicina por ml.) pode ser reforgada

3 a 4 vezes, uma v8z que quando se inoocula este material a culturas
celulares, fica diluido (1/10) no meio de cultura.

A partir deste homogeneizado s¥o conduzidas as provas de
identificaglp de anticorpos(2% Prova) e virus (3# Prova).
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Preparagiio de Antigénio para Prova de Imunofluofesédnoia lndirecta

Cultura de celulas C?l sobre lamela em tubos de Leighton,

a partir
de suboultura de garrafd de Roux.

24 horas depois, normalmente ume. monocamada sstd formada,ce as celulas
sfo infectadas com v{rus PSA adaptado a e

ste sistema celular, a uma
multiplicidade de 0,1 & 1., ' '

14-16 horas depois da infeqio, as culturas de cada lamela a!u'lavndns
com solugdo salina e em seguidassecas a 37 O durante 30 minutos.

E aconselhdvel fazer ume prova de imunofluorescdnoia directa, nesta

fase, para avaliar do grau de infecqdo, antes de prosseguir nos
restantes passos.

Fixag3o em acetona préviamente arrefecida (-20) durante 10 minutos.

Secagem a temperatura ambiente.

As lamelas s¥o armazenadas a -20 C em Pequencs frascos, hermeticamente
fechados, com o fundo coberto de aiiihasgul Para se manterem bem secas.

Quando necesedrioc a sua utilislq!n, o frasco deve ser mantido entre
as m¥os do operador 1 ou 2 minutos e mais 10 minutos a temperatura

ambiénte antes de abrir. Evita-se assim a humidificaglo imediata da
lamela.,

Un processo alternativo de preparagiio de antigénioc & a utilizaglo de
células CV, infectadas em garrafas,. descoladas por tripsinizagiio ou

Prelo efeito citupntugiﬁiuu, para fazer esfregagos sdbre lamela, se-

guldos dos mesmos passos do procansu‘unta;iur.
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CULTURA DE LEUEOCITOS DE PORCO

uso no nosso laboratério

sangue heparinizado:

Sangué obtidn_dﬁ vela cava anterior, com seringa com heparina

( 4 mg/10 ml ou 50 U/ml ) ou para frasco com heparina na quanti-
dade conveniente para o sangue a obter.
Usualmente 50 a 100 ml de sangue.

Passar por gaze e juntar 7 ml de Dextran a 6% em SF/50 ml sangue
( facilita a deposiq¥o de globulos vermelhos ).

Distribuir em pequeno frasco Erlemayer ou tubo de centrifuga
( i 40 ml ) e incubar a 37 durante 30 a 60 minutos.

- Retirar .0 sobrenadante que contém os'leucnci;ns ( soro com fibrina

e alguns glbbulos'vermalhus ) e lavar 2 vezes com EAGLE, a 1000 rp

Resuspender o sedimento em novo meio de cultura ( melo de EAGLE
com soro do suino dador de celulas, a 20% ). Usualmente uma boa
concentragdo de celulas & obtida com o volume de meio de cultura
igual ao-volume inicial de sangue.

Distribuir em tubos de cultura com 2 ml e incubar a 37.

A transformac¥o para grandes celulas granulares do tipo macrofago

ocorre 48 a 72 horas apbs a incubag3o, quando devem ser inoculado
com o material suspeito.

Devem ser feitos 2 lotes de cultura na semana ( 22 e 68 ) para

cobrir toda a semana com culturas de 2 a 4 dias, tempo considerad
de maior sensibilidade para o virus da PSA,

ATENCAO

Factor importante de viabilidade de cultura € o uso de soro do

dador de celulas, que também evita a possibilidade de reacglo de
aglutinago.




