Diagndstico laboratorial

O diagnostico de influenza é mais eficiente quando sao colhidas amostras
biolégicas de varios suinos. Assim aumenta-se a possibilidade de ter alguns
suinos amostrados durante o pico da excregcdo viral, ou com grande
quantidade de virus no pulmao, aumentando as chances de obter um

diagnostico positivo.

O sucesso do diagnostico depende da correta selegao do suino na fase aguda
da doenca e da colheita e envio adequados da amostra ao laboratério. As
amostras (em vermelho) e resultados (em verde) das principais técnicas
laboratoriais (em azul) para o diagndstico de influenza em suinos estao
sumarizados no organograma abaixo.

Amostra de suinos vivos
(secrecao nasal, fluido oral,
sangue) ou mortos (pulmao)

Sangue e fluido oral
refrigerados

Sorologia

Teste de HI
(Anticorpos subtipo-
especificos / influenza A)

ELISA indireto
(Anticorpos contra o virus
influenza A)

Secrecao nasal, fluido oral,
pulmao refrigerados

Virologia e Molecular
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Pulmao fixado em formol

Patologia

RT-PCR em
RT-PCR tempo real

Influenza A Influenza A ou

gene M do pH1IN1

Isolamento viral

Influenza A
(particulas virais viaveis)

Analise filogenética
Ex.: AAHIN1pdm09

Histopatologia
Fase aguda: bronquiolite
necrosante
Fase subaguda:pneumonia
broncointersticial com
bronquiolite proliferativa

Imuno-histoquimica

Marcacao do antigeno viral
nas células epiteliais
bronquiolares e bronquiais

Pontos-chave para o sucesso do diagndstico
de influenza A em suinos

Etapa Orientacgoes

Selecdo do suino

. Escolher um suino com temperatura retal elevada (40,5-41,5°C),
na fase aguda da doenca

. Evitar suinos refugos, medicados ou que morreram esponta-
neamente

Colheita da amostra

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

. Contencao correta do suino para retirada de sangue
. Aguardar a retracao do coagulo para obtencao do soro

4. Posicao correta da corda de algodao na baia para obtencao de

fluido oral
. Amostras de pulmao com lesao, de suinos mortos recentemente

Acondicionamento e
envio das amostras
ao laboratério

o1

. Amostras identificadas
. Amostras refrigeradas para o exame viroldgico

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

4. Embalagens que evitem vazamento ou compressao dos tecidos

. Formulario de submisséo da amostra devidamente preenchido

6. Envio rapido ao laboratério
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INFLUENZA

Diagnéstico de influenza A em suinos:
da granja ao laboratorio



Influenza em suinos

E uma doenca respiratoria viral aguda, altamente contagiosa, causada pelo virus
influenza tipo A, que afeta suinos e outras espécies, incluindo humanos.
Atualmente, no Brasil circulam em suinos os subtipos virais HIN1 pandémico
(pH1IN1), HIN2, H3N2 e suas variantes.

Como ocorre a transmissao e infecgao pelo virus influenza?

A transmissédo ocorre por contato direto entre os suinos por meio das secrecoes
nasais de suinos infectados/doentes, pois o virus replica no epitélio respiratério e é
excretado nas secrecOes nasais entre 24 horas até seis a oito dias pos-infeccao
(ver linha do tempo abaixo).

...............................................................................................................................

Colheita de amostras para diagnoéstico laboratorial

Em suinos vivos, as amostras adequadas sao secrecao nasal e fluido oral. A
colheita de sangue para obtencao do soro (Figura 4) para testes sorolégicos tem
valor diagnéstico limitado e é utilizada apenas para determinar o estado imune do
rebanho, nao indicando doenca clinica. Em suinos mortos, o pulméao é a amostra
de escolha (Figura 2).

1. SECRECAO NASAL

Para colheita de secrecdo nasal, molhar o suabe sintético no meio de transporte e
introduzi-lo na direcao dorso-medial da narina (Figura 1a), acompanhando o septo
nasal (Figura 1b). Apds, acondicionar o suabe no meio de transporte (Figura 1c) e
manter em refrigeracao (4-8°) até a chegada ao laboratério. Para obtencéo do
meio de transporte, entrar em contato com o laboratério.

Exposicao Pico de febre Pico da excrecdo viral

24h 48h

2.PULMAO
O aspecto macroscdpico tipico de pneumonia por influenza em suinos é de areas

vermelhas, ligeiramente deprimidas (atelectasia) e mais firmes (consolidacao),
afetando principalmente a regiao cranioventral do pulmao, que pode se estender as
areas caudais em I6bulos isolados, dando o aspecto de “tabuleiro de xadrez” (Figura
2a). Para exame histopatolégico e imuno-histoquimico, colher pulmao com leséo de 1
cm de espessura, contendo bronquios e bronquiolos (areas perto da traqueia), e colocar
em frasco pléstico de boca larga com formol tamponado a 10% (Figura 2b), deixando
em temperatura ambiente. Para a realizacao de testes virolégico (isolamento viral) e
molecular (RT-PCR), colher fragmentos de pulmao dos lobos afetados e manté-los
refrigerados (Figura 2c ).

Para teste virolégico, nao congelar as amostras em freezer convencional, pois o

congelamento a -20°C inativa o virus influenza.

.

3.FLUIDO ORAL

Para colheita de fluido oral, posicionar uma corda de algodao de 1,5 cm de diametro na
baia na altura do ombro dos suinos e deixar por aproximadamente 20 minutos para
mastigacao (Figura 3a). Colocar a parte molhada da corda dentro do saco pléstico (Figura

3b) e torcer (Figura 3c). Cortar a ponta do saco plastico e transferir o fluido oral para
frasco de transporte (Figura 3d). Manter em refrigeracao até a chegada ao laboratorio.

Eliminagao do virus do organismo

6-8 dias

4.SANGUE

Para colheita de sangue de suinos até 30 kg, colocar o animal na posicao vertical com
leve tracdo da cabeca para baixo (Figura 4a). Em suinos com mais de 30 kg,
posiciona-lo em estagdo com a cabega tracionada para cima em angulo de 30°. Duas
linhas imaginérias (vermelhas) sao tracadas da ponta de cada orelha até o esterno,
para localizagdo da fossa jugular (Figura 4b). A agulha é inserida no ponto preto do
circulo, preferencialmente do lado direito do suino, a fim de evitar lesao do nervo vago
esquerdo. Apos a colheita, manter o sangue na seringa em temperatura ambiente
(21-23°C) por pelo menos duas horas, para que ocorra a formacao do coagulo e
separacao do soro. Retirar o émbolo e repassar o soro para um tubo (Figura 4c), para
evitar a hemdlise. Manter em refrigeracéo até a chegada ao laboratoério.

Como a doenca se manifesta na granja?

Quando introduzida pela primeira vez na granja, a doenga aparece na sua forma
epidémica e acomete até 100% dos animais, de varias faixas etarias. Uma vez
estabelecida (forma endémica), a doenga geralmente aparece na fase de creche em
rebanhos nao vacinados, pois 0s anticorpos maternais persistem até a sexta
semana de vida. Reinfeccoes podem ocorrer, uma vez que a imunidade cruzada
entre subtipos virais é parcial.

Sinais clinicos dos suinos afetados: temperatura retal elevada (40,5-41,5°C),
anorexia, prostracao, secrecao oculonasal serosa, taquipneia e, apds alguns
dias, tosse. Apesar da tosse ser o sinal clinico mais marcante da infecgao pelo
virus influenza, suinos com tosse ja passaram do ponto da maior quantidade de
virus no pulmao.

A mortalidade é baixa (< 1%) e a recuperacao é rapida, entre cinco e sete dias apds
o inicio dos sinais clinicos, desde que nao ocorram complicacdes devido a infeccoes
bacterianas secundarias.

Pico da soroconversao Declinio da soroconversao

10-14 dias 8-10 semanas
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