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Apresentacao

A influenza causa um grande impacto econémico na produgéao de suinos de-
vido a perdas diretas pelo aumento de mortalidade e da conversao alimentar
e perdas indiretas pelo aumento do custo com antimicrobianos para combater
infecgdes secundarias. Tendo como objetivos a detec¢do e caracterizagao
genética dos virus influenza que circulam em suinos no Brasil, a Embrapa
Suinos e Aves tem se dedicado a estudar este agente viral em seus projetos
de pesquisa. Os projetos realizados desde 2004 possibilitaram o desenvol-
vimento e validac&o de técnicas de diagndstico molecular, isolamento viral,
diagndstico soroldgico, produgcédo de insumos bioldgicos para a pesquisa e
caracterizagao antigénica e genética dos virus influenza A. Os resultados ge-
rados permitiram um avango no conhecimento sobre os virus que circulam
em suinos no Brasil, trazendo subsidios para a pesquisa e foco para futuros
projetos visando o controle da doenga em suinos.

O objetivo deste trabalho foi fazer uma revisdo sobre os virus influenza A, tra-
zendo dados sobre a influenza em suinos no Brasil, fruto da pesquisa desen-
volvida pela Embrapa e outras instituicdes de pesquisa. Este trabalho aborda
aspectos importantes sobre a ocorréncia da influenza A em suinos, contendo
informagdes sobre a diversidade genética viral, dindmica da infecgdo em re-
banhos suinos e discutindo alternativas para o controle da doenga em suinos.

Rejane Schaefer
Pesquisadora da Embrapa Suinos e Aves
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Introducao

Na suinocultura, as infecgbes respiratérias séo o principal problema sanitario
a ser controlado, tendo como consequéncias a redugao da produtividade e
do ganho de peso, aumento da mortalidade e dos custos com medicamentos
antimicrobianos, sem mencionar as questdes relacionadas ao bem-estar ani-
mal (Torremorell et al., 2009). Estas infecgdes sao referidas como complexo
de doengas respiratérias dos suinos (porcine respiratory disease complex,
PRDC), o qual é multifatorial e causado por infecgdo simultdnea com dois
ou mais patégenos (virais e/ou bacterianos), além de fatores nao infeccio-
sos associados ao manejo, como densidade animal, controle insuficiente
da temperatura, mistura de leitdes de varias origens e outros (Hansen et al.
2010; Opriessnig et al., 2011; Chae, 2016). Dentre os agentes virais, o virus
influenza é considerado como um dos agentes primarios mais importantes
no PRDC. Este virus é composto por um genoma de RNA de fita simples,
segmentado, e pertence a familia Orthomyxoviridae. Existem sete genotipos
descritos para os virus pertencentes a esta familia, contudo apenas o virus
influenza A (IAV) causa doenga clinica em suinos.

Embora o Brasil tenha uma das maiores populagdes de suinos do mundo
(~41 milhdes de cabegas), antes de 2009 havia poucas evidéncias da circu-
lagdo do virus influenza A (IAV) em rebanhos brasileiros. Apos a detecgéo
do virus influenza pandémico H1N1 (H1N1pdm09) em 2009 (Schaefer et al.,
2011; Rajao et al., 2013), os esforgos de diagndstico e pesquisa da influenza
em suinos no pais aumentaram. Com isto, novos virus influenza comegcaram
a ser detectados em granjas localizadas em vérios estados brasileiros. Em
2011, foram isolados em suideos, pela primeira vez no Brasil, IAVs dos subti-
pos H1N2 e H3N2 (Biondo et al., 2014; Schaefer et al. 2015).
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Como surgem novos virus influenza

Os |AVs séo classificados em subtipos de acordo com a reatividade soroldgi-
ca das glicoproteinas de superficie: a hemaglutinina (HA) e a neuraminidase
(NA) (Figura 1), que sdo os maiores alvos da resposta imune do hospedeiro
(Van Reeth; Vincent, 2019). A grande variabilidade genética dos virus influen-
za é devido a dois mecanismos genéticos: mutagdes pontuais ou antigenic
drift (Figura 2A) e rearranjo génico ou reassortment, também chamado de
antigenic shift (Figura 2B). As mutag¢des pontuais ocorrem devido a alta taxa
de frequéncia de erros introduzidos pela enzima RNA polimerase do virus
durante o processo de copia do genoma para a replicagao viral. Como re-
sultado deste processo, sao observadas mutacdes pontuais frequentes nos
diferentes genes (antigenic driff) (Shaw; Palese, 2013). Quando estas muta-
¢bes ocorrem nos genes que codificam as glicoproteinas HA e NA, podem
ocorrer alteragées nos sitios reconhecidos por anticorpos neutralizantes,
permitindo ao virus escapar da resposta imune do hospedeiro, garantindo
a sua perpetuagao e transmissao a novos hospedeiros. Devido a natureza
segmentada do genoma dos virus influenza, também podem ocorrer trocas
de segmentos génicos entre virus parentais, quando uma célula do hospe-
deiro é infectada com dois (ou mais) IAVs diferentes. Este mecanismo é co-
nhecido como antigenic shift ou rearranjo genético, permitindo a geracao de
uma progénie de virus com uma nova combinagao de genes (Brown, 2000;
Olsen, 2002; Vincent et al., 2009), e possibilitando uma rapida evolugao dos
virus influenza. Desta forma, o antigenic drift (mudangas menores em nivel
de aminoacidos) e antigenic shift (rearranjos em nivel de fragmentos génicos)
sdo fendmenos importantes para o surgimento de novos virus de influenza.
Além desses, a transmisséo direta entre espécies e a reemergéncia de um
subtipo ou genotipo previamente caracterizado sdo também importantes para
o surgimento de novos IAVs no rebanho suino. Apesar da transmissao inte-
respécies do |AV ocorrer, existe uma grande barreira de transmisséo entre
espécies (Neumann; Kawaoka, 2006; Landolt; Olsen, 2007), particularmente
entre aves e mamiferos. Assim, apenas um nimero muito restrito de subtipos
de HA tornou-se endémico em mamiferos (por exemplo, H1, H2 e H3 em
humanos; H1 e H3 em suinos; H3 e H8 em equinos). Em contraste, 16 HA
e 9 NA dos virus influenza foram encontrados em aves aquaticas silvestres,
consideradas o reservatorio global do virus influenza A na natureza (Webby;
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Webster, 2001). Em mamiferos, os IAVs ligam-se ao receptor celular conten-
do acido sialico através da glicoproteina viral HA e replicam principalmente
nas células epiteliais do trato respiratério, geralmente acompanhados de si-
nais clinicos de doenca respiratéria aguda. Em nivel molecular os 1AVs de
humanos e de suinos tém preferéncia por receptores de acido sialico ligados
a residuos de galactose alfa2,6, ja os IAVs de aves preferem os receptores
alfa2,3 (Van Reeth; Vincent, 2019).

llustragao: Marina Schmitt

Figura 1. Diagrama do virus influenza A mostrando as glicoproteinas HA e NA anco-
radas no envelope viral.
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Antigenic drift A

Antigenic shift B

SAc02,6Gal SAa2,6Gal e SAc2,3Gal SAo02,3Gal

Figura 2. Mecanismos genéticos responsaveis pela diversidade viral dos virus in-
fluenza A: antigenic drift e antigenic shift.

O papel dos humanos na geracao de novos
virus influenza em suinos

Pela similaridade de receptores e possibilidade de compartilhamento de sub-
tipos virais (por ser a influenza uma zoonose), dentre outros, as infecgdes
em humanos causadas por |AVs de suinos de varios subtipos, linhagens e
genotipos ja foram relatadas (Van Reeth, 2007), particularmente com os virus
H3N2, H1IN2 e H1N1 das linhagens norte-americanas com rearranjo triplo
(Jhung et al., 2013). Porém, o numero de infecgbes documentadas é pe-

llustragdo: Marina Schmitt
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queno comparado com o0 numero de pessoas em contato com suinos em
todo o mundo. As evidéncias para a propagacgéo de IAV da linhagem suina
entre humanos sao escassas (Jhung et al., 2013), embora a pandemia de
2009 seja diferente nesse sentido. O virus H1N1pdmQ9 provavelmente surgiu
através de um rearranjo génico entre |AV de suinos da América do Norte e
linhagens de origem suina da Eurasia (Smith et al., 2009; Mena et al., 2016),
seguida pela transmissao de suinos para humanos, transmissao de huma-
no para humano e disseminagéo global por seres humanos (Dawood et al.,
2009; Garten et al., 2009; Chowell et al., 2011; Mena et al., 2016). No entanto,
alguns estudos realizados detectaram anticorpos contra IAV de origem suina
em soro de humanos, sugerindo que as infecgbes por esses virus podem ser
comuns e nao diagnosticadas (Olsen et al., 2002; Gray et al., 2007; Terebuh
et al., 2010).

O sequenciamento gendmico mostrou que muitas linhagens suinas contém
segmentos de virus humanos sazonais (Nelson et al., 2015a, b, c). Varios
estudos demonstraram que virus humanos foram transmitidos para suinos
e permaneceram sem serem detectados por décadas em populagdes sui-
nas. A transmissao para suinos de virus H3N2 e H1N1 sazonal humano em
diferentes momentos, em diferentes regides geograficas e com rearranjo, e
a posterior evolugéo nos suinos resultaram em um aumento da diversidade
genética dos IAVs de suinos circulando globalmente nos dias atuais. Os virus
H1N1, H1IN2 e H3N2 mantidos em populagdes suinas em todo o0 mundo séo
principalmente resultado de rearranjo génico, com uma mistura de genes de
origem humana e suina adaptados, com distintas propriedades genéticas do
HA com base no ano de introducéo do virus de humanos para suinos (ou de
aves para suinos no caso da linhagem aviaria H1N1 da Eurasia). Isso permite
a discriminagao entre isolados de IAV suino de diferentes regides, bem como
a discriminagao entre virus suinos adaptados de IAV de humanos contempo-
réaneo sazonal (Van Reeth; Vincent, 2019).

A distribuicdo dos subtipos e genotipos dos IAVs de suinos variam muito entre
as regides geograficas, com exceg¢do do H1N1pdm09, que é amplamente dis-
tribuido - em grande parte através da reintroducéo repetida de humanos para
suinos (Van Reeth; Vincent, 2019). Além disso, o H1N1pdmO09 incorporou va-
rios genes de virus de influenza endémicos na regido onde iniciou a circular,
gerando assim novas progénies (Nelson et al., 20153, b, c).
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Com relacdo a reacado antigénica cruzada, esta € maior entre os IAVs de
suinos e os virus humanos precursores do que quando comparada aos virus
contemporéneos da influenza humana sazonal (De Jong et al., 1999; De Jong
et al., 2007; Kyriakis et al., 2011). Contudo, analises antigénicas de varias
linhagens de IAV suino e comparagbes com linhagem precursora humana
revelaram uma grande quantidade de diversidade antigénica no IAV suino,
em geral devido aos frequentes eventos de transmissdo de humanos para
suinos, o que deram origem a multiplas linhagens endémicas, bem como a
separagao geografica de populagdes dos suinos (Lewis et al., 2016). Assim,
0s suinos podem atuar como reservatérios para HAs (de origem humana)
mais antigas e que ja n&o circulam na populagdo humana. Varios estudos
demonstraram a auséncia de detecgao de anticorpos protetores em soros de
humanos analisados contra IAV de origem suina em pessoas nascidas apés a
circulacao dos respectivos virus precursores humanos (Qiu; Van Reeth, 2015;
Banguru et al., 2016). Os IAVs suinos, portanto, representam uma ameaga de
reintroducéo na populagdo humana, uma vez que a imunidade tenha diminui-
do, permitindo a ampla disseminagao dos virus suinos em humanos.

Como identificar a influenza em suinos?
Qual é o impacto da presenca da
influenza em rebanhos suinos?

Na ocorréncia de uma epidemia de influenza, quando o virus entra em um
rebanho sem imunidade prévia (suinos soronegativos), a doenca é carac-
terizada por surtos de infecgéo respiratéria aguda podendo atingir 100% de
morbidade. Os sinais clinicos observados sao hipertermia (40,5°C - 41,5°C),
anorexia, relutancia do suino em levantar-se, taquipneia e apés alguns dias,
observa-se tosse (Van Reeth; Vincent, 2019). Nestes casos, o impacto da
doenca ¢é variavel, sendo afetado por fatores como a idade do suino, a pres-
sao de infecgdo, as condig¢des climaticas, tipo de instalagdo, o manejo adota-
do e presenga de doencgas concomitantes. Durante surtos epidémicos pode
ocorrer aumento de casos de pneumonia devido a infecgdes secundarias
por bactérias como Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida,
Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis e Streptococcus suis
tipo 2, além de um aumento no numero de abortamentos e retorno irregular
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ao estro (até 15%) devido a ocorréncia de hipertermia nas fémeas (Valls et
al., 2016).

Em rebanhos parcialmente imunes ao virus, os sinais clinicos da infec¢ao
nao sao evidentes, mas a presencga do virus pode afetar o desempenho do
rebanho pelo aumento da taxa de conversao alimentar. Os suinos infectados
consomem uma quantidade maior de ragao e necessitam de um maior tempo
para atingir o peso de abate quando comparados a suinos néo infectados
pelo virus.

Em situacdes onde a infeccdo é endémica em suinos, onde surtos periddicos
de doenca respiratéria sdo observados ao longo do tempo em uma granja, o
impacto na producdo é mais dificil de ser estimado, uma vez que pode haver
interacdo com outros patdégenos. Nestes casos, é observado um aumento
da mortalidade (até 2%) e diminuicdo do peso final dos leitdes ao desmame
(cerca de 10 a 30% a menos) (Gillespie et al. 1999; Torremorell et al. 2009).
Também deve ser considerado um aumento indireto do custo pelo tratamento
com antimicrobianos para controlar as infecgbes bacterianas secundarias.
De acordo com um estudo realizado pelo grupo de epidemiologia e doencas
infecciosas da Universidade Auténoma de Barcelona (dados ndo publicados),
o impacto econémico da influenza na terminacao de suinos € ainda maior,
onde o tempo médio de produgédo em lotes afetados pelo virus influenza é
aumentado em +3 dias, o numero total de dias de ocupacao da instalagao é
aumentado em +2,5 dias, e a taxa de mortalidade também é maior (+24,6%).
As perdas estimadas em lotes afetados por surtos de influenza sédo de apro-
ximadamente 0,66 € (cerca de R$ 3,00, na cotag&o do inicio de novembro de
2019) por suino.

Ainda, de acordo com estimativas feitas pelo National Pork Board dos EUA,
entre 24 de abril e 02 de maio de 2009, periodo caracterizado pela emergén-
cia do virus influenza HIN1pdmQ9, os produtores de suinos tiveram perdas
na ordem de US$ 13,64 (aproximadamente R$ 56,00) por suino devido a
infecgéo pelo virus e a industria acumulou perdas diarias de US$ 7,2 milhdes
(cerca de R$ 29,7 milhdes, na mesma cotagdo) (KHAN et al., 2013). O impac-
to estimado da infecgao subclinica causada pelo virus influenza H1IN1pdm09
na producao de um lote de 150 suinos (dos 33 aos 100 kg) na Noruega, que
ndo apresentava imunidade prévia ao virus, foi de 9,5 kg de ragado extra por
animal e 2,5 dias extras de producédo. Esta situagéo foi evidenciada quan-
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do os suinos foram infectados pelo IAV durante a fase de terminacao (Er et
al., 2016). Transpondo este cenario para a producdo brasileira, o impacto
provavelmente seria maior, pois os lotes de suinos sdo maiores, a mistura
de suinos de varias origens € comum, assim como a presenca de co-infec-
¢ao por outros patégenos respiratérios, como Mycoplasma hyopneumoniae,
Pasteurella multocida e PCV2, o que acaba agravando os casos clinicos e
aumentando os custos de produgao.

Ocorréncia do virus influenza A em
rebanhos suinos no Brasil

O primeiro registro de isolamento do virus influenza em suinos no Brasil foi
em 1974, a partir de pulmdes colhidos em abatedouro (Cunha et al., 1978).
Desde entao, a influenza é considerada endémica em suinos, onde pesqui-
sas subsequentes realizadas entre 1996 e 2010 indicaram a presenga de
anticopos contra os virus classicos (cluster a) H1IN1 e H3N2 em soro de sui-
nos de granjas localizadas em varios estados brasileiros (Brentano et al.,
2002; Zanella et al., 2011; Rajéo et al., 2012). Entre 2005 e 2006 um estudo
realizado em 29 granjas no estado de Santa Catarina detectou por RT-PCR
um gene conservado do virus influenza A em amostras de secrec¢édo nasal de
leitdes de creche, porém nao foi possivel isolar o virus a partir destas amos-
tras (Schaefer et al., 2008).

Surtos de doenca respiratéria aguda em suinos causados pelo virus influen-
za A comegaram a ser mais frequentemente observados a partir de 2009,
em varios estados brasileiros (Figura 3), coincidindo com a pandemia de in-
fluenza em humanos causada pelo virus HIN1pdm09. Na ocasido, o virus
H1N1pdmOQ9 foi isolado de pulmdes de suinos infectados (Schaefer et al.
2011; Rajao et al., 2013). Estudos pds-pandemia evidenciaram o virus in-
fluenza como o patdgeno viral detectado com maior frequéncia em casos de
infecgao respiratoéria em suinos no Brasil (Watanabe et al., 2012; Silva et al.,
2013).

Desde entédo, como resultado da pesquisa realizada no Brasil, uma grande
diversidade genética dos virus influenza que circulam em suinos tem sido
detectada, particularmente nos genes que codificam as glicoproteinas de su-
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llustragdo: Marina Schmitt

Figura 3. Estados onde o virus influenza A ja foi diagnosticado em suinos (2009 a
2019).

perficie HA e NA (Nelson et al., 2015c). Desde 2011, tém sido isolados de
suinos, além do virus H1N1pdmQ9, os subtipos H1N2 e H3N2 (Biondo et
al., 2014; Schaefer et al., 2015; Schmidt et al., 2015, Zanella et al., 2015). A
analise realizada revelou que os virus suinos do subtipo H3N2 possuem um
ancestral comum e sao intimamente relacionados ao virus da influenza sa-
zonal que circulou em humanos no final da década de 1990. Os virus suinos
do subtipo H1N2 também possuem um ancestral comum, conforme revelado
pela analise do gene HA, e estédo intimamente relacionados ao virus H1N2
que circulou em humanos entre 2001 e 2003. Na filogenia do gene N2, os
virus suinos brasileiros até entdo analisados, dos subtipos H1N2 e H3N2,
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sao intimamente relacionados ao virus sazonal H3N2 que circulou em hu-
manos no final da década de 1990. As analises realizadas estimam que dois
diferentes virus H3N2 foram introduzidos em suinos no final de 1990 e um
virus H1N2 de origem humana foi introduzido em suinos no inicio de 2000,
0 que sugere a circulagdo do virus influenza em suinos no Brasil ha mais
de 15 anos (Nelson et al., 2015c). Por outro lado, a analise do gene HA do
virus H1N1pdm09 revelou que este virus foi introduzido em suinos a partir de
seres humanos pelo menos oito vezes desde 2009, permitindo a ocorréncia
de rearranjo génico entre os seis segmentos internos do virus H1N1pdm09
e os genes HA e NA de virus dos subtipos H3N2 e H1N2, aumentando ainda
mais a diversidade genética dos virus encontrados em suinos no Brasil. Nao
foi encontrada nenhuma evidéncia de que os virus da influenza suina endé-
micos na Ameérica do Norte ou em outros paises latino-americanos circulem
no Brasil, apesar de toda a diversidade viral observada em humanos (Nelson
et al., 2015c) (Figura 4).

A influenza em suinos e a saude publica

A importancia do diagndstico e da pesquisa da influenza vai além do impacto
econdmico negativo que essa doenga causa na produgao de suinos. Os virus
influenza A infectam suinos e outras espécies, incluindo o homem, e por isso
a influenza é considerada uma zoonose e de extrema importancia para a sau-
de publica. A influenza em suinos ndo é uma doenca de notificagao obrigato-
ria da lista da OIE, porque causa doenga com sinais clinicos leves em suinos
(em infecgbes endémicas e desde que nao ocorram infecgdes secundarias)
e a transmissao para pessoas € pouco frequente (Olsen et al., 2002; Nelson;
Vincent, 2015). Durante a pandemia de influenza em humanos em 2009 ocor-
reu concomitantemente a infecgdo em suinos com 0 mesmo virus no mundo
inteiro (Hofshagen et al., 2009; Howden et al., 2009; Pasma; Joseph, 2009;
Moreno et al., 2010; Pereda et al., 2010; Holyoake et al., 2011; Njabo et al.,
2012), inclusive no Brasil (Schaefer et al., 2011), comprovando a transmissao
do virus HIN1pdmO09 de humanos para suinos (Forgie et al. 2011). Naquela
ocasiao, a pandemia pelo virus HIN1pdmO09 foi designada como “gripe sui-
na” (Gauger et al., 2012), trazendo prejuizos ao comércio de carne suina.
Embora os genes do virus HIN1pdmQ9 sejam provenientes de linhagens de
virus da influenza suina da América do Norte e Eurasia (Garten et al., 2009;
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para os virus
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1° isolamento dos virus
HIN2 e H3N2 em suinos
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Figura 4. Histdérico da influenza A em suinos no Brasil.
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Smith et al., 2009), ndo havia evidéncias até entao de que esse virus estives-
se circulando em suinos antes de ocorrer a pandemia em humanos (Yoon,
2011). A grande preocupagao em saude publica € que os suinos sdo consi-
derados a espécie onde o virus influenza sofre rearranjos ou trocas de genes
virais com maior facilidade, originando novos virus influenza, como tem sido
observado recentemente (Ducatez et al., 2011; Moreno et al., 2011; Liu et al.,
2012; Schaefer et al., 2015). Estes eventos de rearranjo génico permitem que
os virus evoluam rapidamente e de forma inesperada. Em humanos, embora
a maioria dos eventos zoondticos seja restrita a casos individuais e espora-
dicos, sem evidéncias de transmiss&o viral sustentada entre humanos, na
eventualidade de um virus zoonético adquirir a habilidade de ser transmitido
de uma pessoa infectada a uma pessoa suscetivel, este fato poderia marcar
o0 inicio de uma pandemia de influenza (Short et al., 2015), como ocorreu em
2009. De acordo com dados publicados por pesquisadores do CDC (Centers
for Disease Control and Prevention), o virus H1N1pdmOQ9 resultou na morte
de entre 151.700 e 575.400 pessoas no mundo inteiro, no primeiro ano de
circulagao viral, sendo que mais da metade das mortes ocorreu no Sudeste
Asiatico e na Africa (Dawood et al., 2012). Um estudo publicado em 2016 re-
velou que o virus pandémico H1N1pdm09 foi originado em suinos no México,
regido que ndo era considerada como sendo de risco pandémico, uma vez
que apresenta uma situacdo epidemioldgica diferente da Asia, regido onde
existe uma grande concentracdo de varias espécies de mamiferos e aves
vivendo em proximidade. O mesmo estudo revelou também a importancia do
transporte internacional de suinos na geracéo da diversidade genética viral
(Mena et al., 2016).

Como os virus influenza se mantém
em rebanhos suinos?

Embora a influenza possa ser observada em granjas durante o ano todo
(Hinshaw et al., 1978; Olsen et al., 2000; Kyriakis et al., 2011), alguns es-
tudos tém sugerido que a influenza € uma doenga com ocorréncia sazonal.
Chamba Pardo et al. (2017), ao avaliar 34 granjas de ciclo completo, locali-
zadas no meio-oeste americano por um periodo de cinco anos, observaram
que o numero de casos de influenza aumentava no outono, atingindo um
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pico maximo no inicio do inverno e no final da primavera. Os maiores indices
de circulagao viral estavam relacionados com a baixa temperatura e baixa
umidade do ar, e circulagao concomitante de diferentes subtipos virais foi
evidenciada pelo estudo.

O tipo de sistema de produgédo tem impacto na dindmica de infecgéo do IAV
em rebanhos de suinos de terminagdo. Em granjas de ciclo completo, a in-
cidéncia de influenza é maior no inicio da fase de terminacéo e, em granjas
terminadoras, a incidéncia da doenga é maior no final da fase de terminacéo.
A maior incidéncia da influenza em fases distintas da produgéo provavelmen-
te é devido a diferengas no periodo de exposi¢ao dos suinos ao virus. Além
disso, as matrizes e especialmente os leitdes desmamados sdo considerados
reservatérios para a circulagdo continua dos IAVs nos rebanhos (Loeffen et
al., 2009). Ainda, de acordo com White et al. (2017), os leitdes sao os res-
ponsaveis por manter a influenza endémica em granjas, mesmo em rebanhos
considerados pequenos (500 suinos).

A movimentagao de suinos é um fator importante para a introdugéo do virus
nos rebanhos. A principal via de transmissédo é o contato direto com secre-
¢Oes oronasais infectadas com o virus, com titulos de até 1 x 107 particulas
infecciosas/mL no pico da excregédo nas secrec¢des nasais (Qiu; Van Reeth,
2015). Além disso, a detecgdo do virus em aerossois durante a ocorréncia
de surtos em suinos demonstrou quantidades significativas de virus no ar.
Assim, a presencga do virus em aerossois pode ser uma fonte de infecgao e
um risco de exposigdo aos humanos durante os surtos (Neira et al., 2016),
podendo contribuir nas infecgdes por IAV suino em granjas com alta bios-
seguridade. Nos rebanhos reprodutores, os IAVs sé&o detectados com mais
frequéncia em leitoas de reposicédo e em leitdes lactentes do que em porcas
mais velhas (Diaz et al., 2015). Nas granjas de ciclo completo, o virus pode
persistir na fase de crescimento devido a introdugao continua de leitdes sus-
cetiveis com niveis decrescentes de imunidade (Loeffen et al., 2009).
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Orientacdes para o diagndstico
da influenza em suinos

O diagndstico da influenza em suinos ndo pode ser baseado apenas nos
sinais clinicos, uma vez que 0s mesmos sinais podem ser observados em ou-
tras doencas. Portanto, a presenca do agente etioldgico deve ser confirmada
pela detecgao do virus, ou do acido nucleico viral, ou pela presenca de pro-
teinas virais. Neste sentido, o sucesso do diagnéstico da influenza em suinos
depende de alguns fatores, como a escolha do animal para a amostragem,
a correta colheita das amostras bioldgicas, o0 armazenamento adequado das
amostras e o envio rapido das mesmas ao laboratério de diagndstico (Tabela
1) (Schaefer et al., 2013). Devem-se conhecer as fases da infecg&o viral no
suino, englobando desde a infec¢do primaria, periodo de incubagéo do vi-
rus, fase de excrecao/eliminagao viral nas secrecgdes respiratdrias e resposta
imune do hospedeiro. Suinos infectados excretam o virus pelas secregbes
respiratorias 24 horas - 48 horas pés-infecgao e continuam a eliminar o virus
por cinco ou até oito dias apos a infecgdo (dpi). Um aumento na temperatura
corporal (hipertermia) pode ocorrer 24 horas pos-infec¢do, e € um bom indi-
cador da fase aguda da infecgdo. Testes diagndsticos para detecgao viral de-
vem ser aplicados em amostras bioldgicas coletadas durante a fase aguda da
infecgao (6 dpi - 8 dpi), que coincide com o periodo de excregéo do virus nas
secregdes nasais (Figura 5). Amostras coletadas apds este periodo podem
ter um resultado falso-negativo. Em tecidos (pulméo e traqueia) de suinos
afetados fixados em formalina, a presenga de lesdes histoldgicas caracte-
risticas de infecgéo pelo IAV é visualizada, porém nao sao confirmatdrias da
presencga do virus. A confirmacao da presencga do virus influenza em tecidos
fixados é realizada quando o antigeno viral é detectado por meio da técnica
de imuno-histoquimica (IHQ), e esta associado as lesbes histoldgicas. Para
uma descrigdo detalhada das lesGes encontradas em pulmdes de suinos in-
fectados pelo AV, acesse o artigo (Schaefer et al., 2013). Para o diagnéstico
virolégico, as técnicas moleculares que detectam o RNA viral, como RT-PCR
e RT-gPCR s&o as mais sensiveis e especificas, permitindo a detecgao de
acido nucleico viral mesmo em amostras com baixa carga viral ou contendo
virus ndo viavel (Zhang et al., 2014). Para uma caracteriza¢gdo mais completa
das amostras do virus influenza, para estudar a diversidade genética viral e
como os virus influenza evoluem em suinos, ferramentas de bioinformatica
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sao utilizadas na analise de sequéncias génicas geradas por sequenciamen-
to de DNA (Figura 6).

Quando o objetivo do diagndstico for a detecgdo de anticorpos, amostras bio-
l6gicas (preferencialmente soro sanguineo) devem ser coletadas entre 10 e
14 dias dpi (Figura 5, Tabela 2). O uso de testes sorologicos para a influenza
possui valor diagndstico limitado, uma vez que a doenga esta amplamente
disseminada em rebanhos suinos. Além disto, a utilizagdo de vacinas contra
o IAV em muitos rebanhos dificulta a interpretagéo dos resultados sorolé-
gicos, uma vez que os mesmos nao diferenciam anticorpos induzidos pela
vacinagao de anticorpos produzidos apds infec¢ao natural (Janke, 2014).

Quando as amostras bioldgicas sé@o colhidas ante mortem, as amostras de
escolha sao a secrecao nasal, fluido oral e soro. Em colheitas realizadas post
mortem, o pulméao é o tecido de eleicdo, mas o lavado brénquico e suabe
traqueal também podem ser utilizados. As amostras para o diagndstico vi-
rolégico devem ser armazenadas a 4°C, até o envio ao laboratério, e depois
devem ser mantidas a -80°C. As amostras para o diagnéstico histopatolégico
e imuno-histoquimico devem ser acondicionadas em formalina tamponada a
10% e mantidas em temperatura ambiente (23°C). Para a detecg¢ao de anti-
corpos sao utilizadas amostras de soro, que devem ser armazenadas a 40 C
até o envio ao laboratério e depois mantidas a -20°C (Culhane; Detmer, 2014)
(Tabela 2).

Para mais informacdes sobre como proceder para a colheita de amostras cli-
nicas de suinos para o diagnoéstico de influenza, acesse o enderego: https://
www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/handle/doc/997393?locale=en.
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Figura 5. Evolugéo da infecgdo pelo virus influenza A em suinos e amostras clinicas
recomendadas para o diagndstico.
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Figura 6. Sinais clinicos, lesdes macroscopicas e histolégicas observadas e principais
testes utilizados para o diagnoéstico do virus influenza A em suinos.
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Tabela 1. Pontos-chave para o sucesso do diagndstico de influenza A em suinos.

Etapa Orientagoes

Selegao do suino

Colheita da amostra

Acondicionamento e
envio das amostras ao
laboratério

1. Escolher um suino com febre, na fase aguda da doenca

2. Evitar suinos refugos, medicados ou que morreram espontane-
amente

1. Secregéo nasal: colheita profunda da cavidade nasal com o uso
de suabe sintético

2. Contencao correta do suino para retirada de sangue
3. Aguardar a retracdo do coagulo para obtengao do soro

4. Posicao correta da corda de algodao na baia para obtencéo de
fluido oral

5. Amostras de pulméo com lesédo, colhidas de suinos mortos
recentemente

1. Amostras identificadas
2. Amostras refrigeradas para o exame virolégico

3. Amostras em formol a 10% para exame histopatolégico e imuno-
-histoquimico

4. Embalagens que evitem vazamento ou compressao dos tecidos

Fonte: Adaptado de Schaefer et al., 2013.

Tabela 2. Amostras clinicas e técnicas utilizadas no diagndstico da influenza A em suinos.

Amostra Quantidade Acondicionamento Laboratério

Teste

5cmx5cm
Pulméo
2cmx2cm
Suabes
Secregao sintéticos de
nasal dracon ou
rayon
Sangue/ 5mL
soro
Fluido 5 _10mL
oral

diagnéstico REE
*RT-PCR
Refrigerado Virologia *RT-gPCR Virus
*Isolamento viral
el Histopatologia “CeloEeD Al Le§ dol
formol 10% HQ Antigeno
*RT-PCR
Refrigerado Virologia *RT-gPCR Virus
Isolamento viral
eInibicdo da
F\E;e;:gzlr:gg/ Virologia hemaglutinagéo Anticorpo
*ELISA
*RT-PCR
Refrigerado/ Virologia *RT-gPCR V!'rus/
Congelado Anticorpo

eIsolamento viral
*ELISA
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Controle da influenza em suinos

Para o controle da doenga é importante salientar que o principal meio de in-
troducado dos IAVs em rebanhos suinos é através da movimentagéo animal,
pelo contato direto suino-suino por exposicdo a secregdes nasofaringeas
contendo virus. Na maioria dos casos, o virus desaparece em rebanhos de
terminacao, especialmente naqueles rebanhos que utilizam o sistema “todos
dentro/todos fora”, porém o virus pode ser reintroduzido em um periodo pos-
terior. Em sistemas de produg¢édo com ciclo completo, o virus persiste por lon-
gos periodos devido a constante disponibilidade de leitdes suscetiveis (Van
Reeth et al., 2019).

Medidas de controle recomendadas para a prevengao da introdugao e trans-
missao do IAV em rebanhos suinos tém como foco principal a aplicagao de
procedimentos sanitarios basicos de biosseguridade de rebanhos, como por
exemplo:

» Observar as boas praticas de produgdo, como boa higiene, ventilacao
das instalagbes, limpeza e desinfec¢ao das instalagdes entre lotes;

* Implementar o vazio sanitario entre lotes;

* Monitorar os animais novos que entram no rebanho, especialmente as
fémeas de reposigéao;

 Evitar mistura de lotes de leitdes de diversas origens;
« Evitar transportar os suinos durante a fase aguda da infecgéo;

» Evitar o contato dos suinos com outras espécies animais, instalar cercas
de protegéo no perimetro das granjas e telas anti-passaros;

« Evitar contato de pessoas gripadas (com febre) com suinos; e

» Vacinar anualmente contra o virus influenza todas as pessoas que en-
tram em contato com os suinos (veterinarios, suinocultores, motoristas
que transportam os animais, etc.).
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Varios estudos realizados nos ultimos anos avaliaram as praticas de manejo
utilizadas em rebanhos suinos e sua associagdo com ocorréncia ou nao da
influenza. White et al. (2017) testaram estratégias para reduzir a incidéncia
da influenza em leitGes, e consideraram como medidas efetivas para reduzir
a prevaléncia da influenza no rebanho, a vacinagdo massal, a separacéo de
leitoas, a vacinagao de leitoas e um intervalo minimo de seis meses entre as
introdugdes de leitoas no rebanho. Os autores também enfatizam a importan-
cia de medidas preventivas contra a influenza, uma vez que a eliminagéo da
influenza se torna dificil quando o virus se estabelece de forma endémica no
rebanho.

O efeito das praticas de biosseguridade na soroprevaléncia de IAV em 21
rebanhos reprodutores brasileiros foi avaliado por Silva et al. (2019), os quais
demonstraram que 64% (261/404) das matrizes avaliadas apresentavam an-
ticorpos contra o |AV para pelo menos um dos subtipos virais circulantes no
pais (H1N1, HIN2 e H3N2). Apds avaliar diversas variaveis, foi sugerido que
prevenir o contato entre suinos e outras espécies (tela anti-passaro e cerca
no perimetro da granja), além do uso de uma area de adaptagao para leitoas
antes de serem introduzidas no rebanho podem ser estratégias para controlar
a entrada do virus em rebanhos reprodutores. Por sua vez, Chamba Pardo
et al. (2018) avaliaram fatores de risco para introdugao do IAV em 83 granjas
produtoras de leitdes nos Estados Unidos, por um periodo de seis anos, e
concluiram que, dos fatores analisados, somente a vacinagao de fémeas e
introdugdo no rebanho de leitoas negativas para IAV foram considerados fa-
tores importantes para a reducdo da infecgdo em leitdes ao desmame.

O transporte de suinos por longas distancias foi implicado como responsavel
pela disseminacao dos IAVs de origem humana na populac&o de suinos da
América do Norte (Nelson et al., 2011). Este trabalho sugere que a mudanga
na estrutura da industria suina com adogéo de sistemas de produgdo em
varios sitios, com grande movimentacao de suinos, utilizacdo de galpdes de
grandes dimensodes, com aumento da densidade de animais pode estar facili-
tando a disseminagao de patégenos suinos, incluindo o virus influenza.
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O controle da influenza com o uso de vacinas

Muitos paises produtores de suinos utilizam a vacinagao contra o virus in-
fluenza como uma das principais medidas profilaticas. As vacinas disponiveis
comercialmente contém virus inativado (WIV, whole inactivated virus) com
adigao de adjuvante oleoso e sdo administradas pela via intramuscular. Estas
vacinas induzem um alto nivel de anticorpos no soro contra a proteina HA,
porém a resposta imune de mucosa é limitada. Outro aspecto importante
a ser considerado, é que essas vacinas funcionam bem desde que sejam
representativas dos virus que circulam no rebanho no momento da vacina-
¢ao, ou seja, a protecdo induzida por vacinas WIV depende da similaridade
existente entre o virus vacinal e o virus que circula no rebanho (ou virus
de desafio). Em geral, quando o antigeno vacinal e o virus de desafio sao
antigenicamente relacionados (ou homélogos), a vacina protege contra o de-
senvolvimento dos sinais clinicos, reduzindo a excregao viral. Porém, quan-
do ocorre infecgéo por virus antigenicamente diferentes (ou heterélogos) do
virus vacinal, essas vacinas sdo menos efetivas e pode haver intensificagéo
dos sinais clinicos da doenga, induzindo o fendmeno conhecido como doenga
respiratéria exacerbada associada a vacinagao (VAERD; vaccine-associated
enhanced respiratory disease) (Gauger et al., 2011; Rajao et al., 2014), que
€ caracterizada por pneumonia broncointersticial severa com bronquiolite ne-
crotica e hiperplasia (Rajao et al.; 2014). Atualmente, a co-circulagdo em sui-
nos de virus influenza antigenicamente distintos tem complicado o controle
da doenga com o uso de vacinas tradicionais. Uma alternativa que tem sido
utilizada séo as vacinas autdgenas, as quais utilizam virus inativado, mas
apresentam como diferencial serem produzidas a partir de uma amostra de
virus isolada de suinos do proprio rebanho onde a vacina sera empregada.
Em geral, as vacinas contendo virus inativado sao utilizadas em matrizes na
fase de pré-cobertura, de forma a induzir a presenca de imunidade passiva
em leitdes durante o inicio da fase de creche (Rajao et al., 2014).

Nos ultimos anos, como alternativa ao uso de vacinas contendo virus ina-
tivado, tém sido avaliadas experimentalmente vacinas contendo virus vivo
atenuado (LAIV). As vacinas LAIV apresentam uma imunidade cruzada mais
ampla (Sandbulte et al., 2014; Vincent et al., 2012). Todavia, a presencga de
anticorpos maternos no momento da vacinagao pode interferir negativamente
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na eficacia da vacina (Kitikoon et al., 2006). Além disto, o sucesso da vaci-
nacao para o IAV também pode ser prejudicado pela rapida evolugao viral e
aumento da diversidade do virus, trazendo desafios para o desenvolvimento
de vacinas que induzam protegao cruzada para todas as variantes virais cir-
culantes (Rajao et al., 2014).

A vacinagao de suinos contra o IAV é rotineiramente realizada pelos produ-
tores de suinos na América do Norte e Europa (Ma; Richt, 2010; Rajéo et
al., 2013). Entretanto, a vacinagdo nao é uma pratica de rotina nas granjas
brasileiras. No Brasil, esta disponivel comercialmente desde junho de 2014
uma vacina contra o virus influenza H1N1pdm09. E, desde 2017, vacinas
autégenas também tém sido comercializadas.

Na ocorréncia de doenca clinica mais severa em rebanhos suinos e na in-
disponibilidade de vacinas contra a influenza, o tratamento medicamentoso
pode ser instituido com o uso de antitérmicos, expectorantes e antimicrobia-
nos para combater infec¢goes bacterianas secundarias (Schaefer et al., 2013;
Torremorell et al., 2009, 2012; White et al., 2017).

Consideracoes finais

As granjas produtoras de leitdes tém um papel importante na disseminacao
dos IAVs, uma vez que os leitdes lactentes mantém, diversificam e transmi-
tem o virus influenza (no desmame) para outras granjas. Além disso, as pra-
ticas de manejo muitas vezes utilizadas, como a mistura de leitdes de varias
origens, amplificam o potencial de disseminagéo viral. Desta forma, diferen-
tes estratégias sao utilizadas em granjas para controlar a influenza, como o
aumento do intervalo para introdugao de leitoas de reposi¢céo no rebanho, a
manutengao de uma area de adaptagao para leitoas antes de sua introducgao
no rebanho, vacinagéo de matrizes e reforgo das medidas de biosseguridade
das granjas.

No Brasil, o controle da influenza em suinos ainda é desafiador, uma vez
que a circulagdo em suinos de virus H1IN1, H1N2 e H3N2, geneticamente e
antigenicamente distintos, dificultam o desenvolvimento de vacinas eficazes
que induzam protecao cruzada contra os diferentes subtipos virais. A grande
diversidade genética encontrada em suinos, circulagcdo de novas variantes,
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além da possibilidade de transmisséo viral bidirecional (suino-humano e hu-
mano- suino), demonstram a importancia do monitoramento e da vigilancia
da circulagédo dos virus influenza em rebanhos suinos, tanto para a saude
humana como para a saude animal, especialmente em paises com alta pro-
dugao de suinos como o Brasil. Desta forma, a selecao de amostras brasilei-
ras representativas, com base em estudos de diversidade genética e antigé-
nica, sera crucial para o desenvolvimento de vacinas eficazes para controlar
a doenga a campo.
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