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Regulamentares da Defesa de Dissertacdo, passou a palavra ao candidato (a), para
apresentacao de seu trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos examinadores, com a respectiva
defesa do(a) candidato(a). Logo apds, a Comissdo se reuniu, sem a presenca do(a)
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de pelo menos um artigo cientifico em periodico recomendado pelo Colegiado dos Cursos.
Para tanto, terd o prazo maximo de 60 dias a contar da data da defesa.

O resultado final, foi comunicado publicamente ao(a) candidato(a) pelo(a) Presidente da
Comisséo. Nada mais havendo a tratar, o(a) Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente
ata, que sera assinada por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora.
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RESUMO

O virus da Influenza A (IAV) de origem suina representa uma ameaca global, afetando tanto
a saude animal quanto a economia na industria suinicola. Em suinos, provoca doenca
respiratdria aguda, resultando em perdas econdmicas substanciais devido a reducdo no ganho
de peso, custos de tratamento e prolongamento do tempo até o abate. O RNA do virus
influenza é constantemente detectado em fezes de aves e hé relatos esporadicos de deteccédo
em humanos. Em ambos, a replicacdo viral nas células intestinais, permite a transmisséo
fecal-oral. Em suinos, a presenca viral nas fezes sugere o trato intestinal como uma via de
infeccdo, contribuindo para a disseminagdo do virus entre os animais e no ambiente. O
proposito deste estudo consiste em identificar a presenca do virus Influenza A nas fezes de
suinos naturalmente infectados em uma granja de ciclo completo, a0 mesmo tempo em que
investiga a capacidade de disseminacdo do virus no ambiente. Foi realizada a coleta de um
total de 702 amostras, abrangendo suabes nasal e retal, soro, amostras de leite/colostro de
matrizes lactantes na maternidade, e amostras ambientais, incluindo efluentes brutos e
tratados. Essas amostras foram obtidas em uma granja comercial situada em Urucéania, Minas
Gerais, que apresenta histérico recorrente de doenca respiratoria. Realizamos a técnica de
transcriptase reversa precedida de PCR quantitativo (RT-gPCR) para detectar a proteina M
do virus influenza A, além de RT-PCR nested para a identificacdo dos subtipos virais. No
caso das amostras de soro, conduzimos o teste de inibicdo de hemaglutinagdo (HI) para
avaliar a titulagdo de anticorpos neutralizantes. As amostras positivas de suabe retal, nasal e
ambientais foram inoculadas em monocamada celular, para avaliar a viabilidade viral.
Detectamos a presenca do RNA do virus influenza A em 27% (67/244) das amostras de
suabe nasal, 22% (54/245) das amostras de suabe retal e em 31% (4/13) das amostras
ambientais. Uma taxa de positividade de 20% (12/59) foi constatada nas amostras de leite e
colostro de matrizes lactantes na maternidade. O isolamento viral foi possivel em amostras
de suabe retal, suabe nasal e efluente bruto. Nosso estudo destaca preocupacoes
significativas, especialmente em relagdo a transmissdo do virus entre os suinos. A
persisténcia do virus nas fezes pode ser um fator contribuinte para os problemas recorrentes
de influenza A em granjas, conforme evidenciado pela contaminacdo ambiental constante.
Além disso, a infeccdo precoce dos leitdes na maternidade, através das fezes e do leite das

matrizes, pode ser um componente adicional desse cenario complexo.

PALAVRAS CHAVE: Dindmica de transmisséo, efluentes, fezes, Influenza suina, leite,
RT-gPCR, vigilancia epidemioldgica



ABSTRACT

The swine-origin Influenza A virus poses a global threat, impacting both animal health and
swine industry's economy. The infection induces acute respiratory disease in pig, resulting
in substantial economic losses, including reduced weight gain, treatment costs, and extended
time to slaughter. The presence of viru’s RNA has been observed in human feces, and in
birds, viral replication in intestinal cells allows fecal-oral transmission. Viral presence in
swine feces emphasizes the intestinal tract as an entry and infection route, contributing to
virus spread among animals and in the environment. This study aims to identify the presence
of Influenza A virus in the feces of naturally infected swine from a complete-cycle farm
while investigating the virus's dissemination capacity in the environment. A total of 702
samples were collected, including nasal and rectal swabs, serum, milk/colostrum samples
from lactating sows in the maternity ward, and environmental samples, including raw and
treated effluents. These samples were obtained from a commercial farm in Urucénia, Minas
Gerais/Brazil, with a recurring history of respiratory disease. We conducted reverse
transcription quantitative PCR (RT-gPCR) to detect the influenza A virus M protein and
conventional reverse transcription PCR to identify the viral subtypes. For serum samples,
the hemagglutination inhibition test assessed neutralizing antibody titers. Positive samples
from rectal, nasal swabs, and environmental samples were inoculated into a cell monolayer.
We identified the presence of influenza A virus RNA in 27% of nasal swab samples, 22%
of rectal swab samples, and 31% of environmental samples. A positivity rate of 20% was
observed in milk and colostrum samples from lactating sows in the maternity ward. Viral
isolation was successful for rectal swab, nasal swab, and raw effluent samples. Our study
underscores significant concerns, particularly regarding virus transmission among swine.
The virus's persistence in feces may contribute to recurrent influenza A issues on farms, as
evidenced by constant environmental contamination. Additionally, early infection of piglets
in the maternity ward, through feces and maternal milk, may be an additional component of

this complex scenario.

KEYWORDS: Dynamics of transmission, effluents, feces, swine influenza, milk, RT-gPCR,

epidemiological surveillance
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1. INTRODUCAO

A familia Orthomyxoviridae engloba nove géneros, com o género Alphainfluenzavirus
sendo responsavel pelo virus da gripe. Pertencente a espécie Influenza A, esse virus
demonstra a capacidade de infectar uma ampla diversidade de aves e mamiferos. Seu genoma
viral é composto por oito segmentos de RNA de fita simples, com polaridade negativa,

protegidos por um envelope lipidico (ICTV, 2023).

Devido ao seu genoma de RNA segmentado, os virus influenza A apresentam uma
consideravel variabilidade genética e antigénica. Essa variabilidade se da por meio de dois
mecanismos distintos: mutagdes pontuais, denominadas “antigenic drift”, e rearranjo no
genoma viral, conhecidas como “antigenic shift”. Esses mecanismos tém o potencial de
permitir que o virus evite a deteccdo pelo sistema imunoldgico, 0 que, por sua vez, exige
ajustes frequentes na formulacdo das vacinas. (TAUBENNERGER et al., 2010; CRISCI et
al., 2013; CHEN et al., 2011). Algumas desses mecanismos podem conferir vantagens na
replicacdo e persisténcia do virus em diferentes hospedeiros e no ambiente (ABDELWHAB
etal., 2023).

Apesar dos impactos na saude animal, o virus Influenza A (IAV) de origem suina é uma
ameaca significativa para a economia e a satde publica e animal em todo o mundo, devido
a sua natureza zoonotica. Os subtipos de 1AV séo classificados com base na antigenicidade
dessas duas proteinas. Atualmente, sdo conhecidos 18 subtipos de HA (H1 a H18) e 11
subtipos de NA (N1 a N11) (CRISCI et al., 2013; TONG et al., 2013; CHEN et al., 2011).

Em suinos, o IAV ¢ uma das principais causas de doenga respiratoria aguda, levando a
consideraveis prejuizos econdmicos devido a redu¢do no ganho de peso, custos associados
ao tratamento da doenca e ao prolongamento do tempo necessario para atingir o peso de
abate. Os surtos de AV sdo marcados por uma alta taxa de ocorréncia da doenga (podendo
afetar at¢ 100% do rebanho). Apesar da baixa taxa de mortalidade, o 1AV acarreta perdas

econdmicas significativas na industria suinicola (CRISCI et al., 2013).

Os suinos desempenham um papel fundamental como hospedeiros atuando como “sitios
de mistura”, eles sdo suscetiveis a infecgdo tanto pelo virus de origem humana quanto aviaria
(TAUBENNERGER et al., 2010). A infeccdo pelo IAV é considerada endémica no Brasil,
e foram documentados casos da presenca dos subtipos H3N2, Hlhu (incluindo HIN2 e
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H1N1 de origem sazonal humana) e pH1N1 no rebanho suino do pais (BRENTANO et al.,
2002; SCHAEFER et al., 2011).

A presenca do virus influenza na populacéo suina teve seus primeiros registros durante a
pandemia de gripe espanhola nos Estados Unidos em 1918. O primeiro indicio da circulagdo
do IAV entre suinos ocorreu em 1957, durante a pandemia da gripe asiatica. No ano de 1976,
houve o primeiro isolamento do virus em suinos, juntamente com a confirmacdo da
transmissdo suino-humano por meio de um trabalhador de fazenda (SCHULTZ-CHERRY
et al., 2013). Com o decorrer dos anos, devido a sua propensdo a mutagdes, novos subtipos
do virus foram identificados em diversas nacGes. Atualmente, a influenza suina é
reconhecida como uma doenca comum nas Américas do Norte e do Sul, na Europa, bem

como em algumas regides da Asia e Africa (OIE, 2020).

No Brasil, a presenca do IAV de origem suina (swlAV) foi primeiramente documentada
em 1930, com o primeiro isolamento do virus ocorrendo em 1978, no estado de Minas
Gerais. Durante a pandemia de 1AV da linhagem pH1N1 em humanos, que ocorreu em 2009,
analises soroldgicas revelaram a presenca da linhagem HIN1 pandémico em suinos,
sugerindo gque os seres humanos poderiam ser uma possivel fonte de infecgédo para 0s suinos.
Apods essa pandemia, o virus pHIN1 tornou-se endémico na populacdo suina do Brasil
(BRENTANO et al., 2002; ZANELLA et al., 2011; SCHAEFER et al., 2011).

A infeccdo pelo IAV é resultante do contato direto ou indireto, com secre¢des de animais
infectados. O virus se reproduz inicialmente nas células epiteliais da mucosa do trato
respiratorio superior, provocando a destrui¢ao dessas células em um periodo de 24 a 72 horas
apos a infeccdo. A infeccdo do trato respiratorio inferior ocorre de forma mais tardia, entre
72 e 96 horas ap0s a infeccdo. Em mamiferos, essa infeccdo pode resultar em condicGes
como pneumonia intersticial, consolidacdo pulmonar com coloracdo variando de roxa a
vermelho-escura, bronquite e edema interlobular (JANKE, 2013; LYOO et al., 2014).

Além disso, a infecgdo pelo IAV também pode levar a presenca do virus nas fezes. Casos
de deteccdo do RNA viral nas fezes de humanos e outros mamiferos foram documentados,
incluindo subtipos como 0 H5N1 em gatos e raposas (SPICKLER et al., 2016). Nas aves, a
eliminacdo do virus atraves das fezes é um método de disseminacdo comum. Portanto, a
identificacdo da viabilidade do virus nas fezes sugere sua presenga no ambiente, criando uma

possivel rota de transmissdo fecal-oral entre os animais, incluindo seres humanos.
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Estabelecer um sistema eficiente de coleta de amostras de fezes e amostras ambientais é
crucial para aplicar testes de diagnostico, permitindo o monitoramento do virus e a

implementacdo de medidas de controle apropriadas (SPICKLER et al., 2016).

No estudo adicional conduzido por Kawaoka et al. (1987), uma inoculagéo intranasal em
dois suinos, administrando linhagens do IAV. Os resultados destacaram que 0s subtipos
H1IN1, H2N2 e H3N2 foram capazes de se replicar no trato respiratorio desses suinos. No
entanto, apenas o subtipo H3N2 de origem humana foi identificado nas amostras de fezes
dos animais, sugerindo a possibilidade de replicacdo do virus no intestino dos suinos. Essa
descoberta enfatiza a relevancia dos suinos na disseminacdo do virus da influenza suina,
indicando a contribuicdo potencial do trato intestinal na excrecdo viral e na transmissao

desses agentes infecciosos entre os animais e no ambiente.

O controle de IAV em suinos é uma tarefa desafiadora, devido a grande diversidade
genética do virus, a presenca simultdnea de multiplas linhagens nas granjas e a constante
introducdo de novas variantes provenientes de seres humanos. Ainda que haja estratégias
para gerenciar a doenga, como a vacinacao que visa reduzir os sintomas clinicos, detectar o
IAV em rebanhos que ja estdo endémicos pode ser um verdadeiro desafio. A detecgédo e
caracterizacdo do virus torna-se fundamental, especialmente em rebanhos que estdo sob
programas de controle, onde decisdes relacionadas ao movimento de suinos e estratégias de
vacinacao precisam ser tomadas (GARRIDO-MANTILLA et al., 2019).

A prética da vigilancia desempenha um papel fundamental no controle, eliminacdo e
prevencao da influenza nos rebanhos suinos. Geralmente, essa vigilancia ocorre de duas
formas: a primeira é através da necropsia de animais e submissdo de tecidos de suinos
(principalmente pulmdes) que apresentam sintomas clinicos da doenca a laboratérios de
diagnostico. A segunda envolve a submisséo regular de amostras adequadas para a idade dos
suinos, como suabes nasais, fluidos orais e lencos umedecidos no ubere das matrizes na
maternidade com o intuito de monitorar o status da influenza nas granjas (GARRIDO-
MANTILLA et al., 2019). Vale ressaltar que a vigilancia de amostras ambientais, como
efluentes brutos, agua de reuso da granja e agua dos bebedouros dos suinos, bem como
amostras bioldgicas dos animais, como fezes e leite das matrizes na maternidade,
desempenham um papel crucial na detec¢do e acompanhamento do virus da influenza em
populagbes animais. 1sso, por sua vez, contribui significativamente para as medidas de

prevencdo e controle da doenca nas criac@es suinas.
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A utilizacao da deteccdo de influenza em &guas residuais humanas tem surgido como uma
estratégia promissora para 0 monitoramento e vigilancia de diversos virus, como Influenza
e SARS-CoV. Estudos indicam as vantagens desse método, pois ele oferece uma visdo
abrangente da circulagdo do virus em uma comunidade, sendo capaz de detectar o RNA do
virus tanto em individuos sintomaticos quanto assintomaticos. Essa abordagem pode
desempenhar um papel crucial na identificacdo de novos subtipos do virus, além de mostrar
que os niveis de RNA de influenza presentes em aguas residuais estdo relacionados com as
taxas de incidéncia na comunidade (WOLFE et al., 2022; MERCIER et al., 2022).

Embora haja relatos bem documentados da presenca do RNA do IAV em fezes e
ambientes relacionados a seres humanos e aves, notamos a falta de pesquisas abrangentes
que investiguem a deteccdo do IAV nas fezes e efluentes provenientes de instalacbes de
suinocultura. Esta lacuna de conhecimento é critica, uma vez que mesmo que o virus tenha
uma capacidade limitada de replicagdo no intestino, a possibilidade de que o virus seja
liberado através das fezes sugere uma potencial via de transmissao fecal-oral entre animais,
com implica¢6es inclusive para a salde humana. Portanto, € de suma importancia estabelecer
um sistema eficaz e pratico de coleta de amostras de fezes e do ambiente, que permita a
realizacdo de testes diagnosticos rapidos e eficazes. Isso possibilitaria 0 monitoramento
continuo da circulagdo de diferentes subtipos do virus e na populacdo suina. O entendimento
da disseminacdo do virus no ambiente é crucial para a implementacdo de estratégias de
controle e prevencdo, resguardando a saude animal e humana de possiveis surtos e

pandemias.

2. HIPOTESE
Ha excrecdo de virus nas fezes de suinos infectados com Influenza A de origem humana,
uma vez que existem relatos de deteccdo do RNA viral em fezes e no ambiente de seres
humanos e aves. 1sso sugere que ha detec¢do de virus no ambiente, e de forma viavel, como
nova forma de transmissao entre suinos.
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
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O objetivo do trabalho ¢é detectar a presenca do virus Influenza A nas fezes de suinos
infectados naturalmente em granjas comerciais de ciclo completo no estado de Minas Gerais

durante o0 ano de 2023, e também detectar a presenca do virus no ambiente.

3.2 Obijetivos Especificos

- Adequar a técnica de RT-qPCR para deteccdo do RNA do 1AV em amostras de fezes e

ambientais (agua de reuso, efluentes, &gua de bebedouro);

- Detectar a presenca do RNA do IAV nas fezes dos suinos, efluentes, dguas de reuso
utilizado nas granjas e na agua do bebedouro dos animais;

- Fazer o isolamento viral em cultivo celular para verificar a viabilidade do virus

identificado nas amostras de fezes e ambientais;

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Estruturaviral

A familia Orthomyxoviridae é composta por nove géneros, incluindo
Alphainfluenzavirus, Betainfluenzavirus, Deltainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus,
Isavirus, Mykissvirus, Quaranjavirus, Sardinovirus e Thogotovirus, que tém a capacidade

de infectar uma variedade de espécies, tanto de mamiferos quanto de aves (ICTV, 2021).

O virus da gripe, pertencente ao género Alphainfluenzavirus e a espécie Influenza A,
possui particulas virais com uma forma esférica e um diametro que varia de 80 a 120 nm.
Seu genoma consiste em oito segmentos de RNA de fita simples com polaridade negativa,
envolvidos por um envelope lipidico que mede de 10 a 14 nm e contém espiculas
(TAUBENNERGER et al., 2010).

Cada segmento do genoma viral desempenha um papel na codificacdo de proteinas
especificas (Figura 1). Os segmentos 1, 2 e 3 codificam as proteinas PB2 (Polimerase basica
2), PB1 (Polimerase bésica 1) e PA (Polimerase &cida). Por sua vez, as proteinas HA
(Hemaglutinina), NP (Nucleoproteina) e NA (Neuraminidase) sdo codificadas pelos



153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181

182
183
184
185

19

segmentos 4, 5 e 6, respectivamente. Por fim, os segmentos 7 e 8 sdo responsaveis pela
codificacdo das proteinas M (Proteina de matriz) e NS (Proteina ndo estrutural),
respectivamente (BOUVIER et al., 2008; CRISCI et al., 2013).

A polimerase da influenza é um complexo heterotrimérico composto por trés proteinas:
PA, PB1 e PB2. Ela desempenha papéis centrais no ciclo de vida do virus e é diretamente
responsavel pela sintese de RNA, tanto para a replicacao viral quanto para a transcri¢éo (L1U
etal., 2009). A nucleoproteina NP é altamente expressa e desempenha um papel fundamental
na sintese do nucleocapsideo. A proteina de matriz se divide em duas partes: a proteina M1,
com funcdo estrutural, e a proteina M2, responsavel pela regulacdo do transito de ions
(BOUVIER et al., 2008).

A proteina HA é uma das mais abundantes no virus da influenza e desempenha um papel
crucial na infec¢do. Ela se liga aos receptores de acido sidlico 02,6 e 02,3 presentes nas
células do trato respiratério do hospedeiro, permitindo que o virus entre no citoplasma
celular por fusdo do envelope. Além disso, a HA possui atividade hemaglutinante, o que
significa que o virus pode se ligar aos receptores na superficie dos globulos vermelhos. Essa
capacidade de hemaglutinacédo é usada em testes de diagnostico para avaliar a presenca de
anticorpos neutralizantes no soro, impedindo a ligacdo entre a HA e 0s receptores nos
glébulos vermelhos (CRISCI et al., 2013; CHEN et al., 2011).

Por outro lado, a proteina NA esta presente em menor quantidade na superficie viral em
comparacdo com a HA. Sua principal funcdo é liberar o virus das células hospedeiras,
removendo os receptores de &cido sialico da superficie celular. Além de sua funcdo na
liberacdo viral, a NA também remove residuos de &cido sidlico do proprio envelope do virus,
impedindo a aglutinacédo das particulas virais, 0 que aumentaria sua capacidade de infectar
outras células. Acredita-se que a NA auxilie o virus na quebra das mucinas presentes nas
secrecdes do trato respiratorio, permitindo que ele penetre nas células epiteliais respiratorias
e possa desempenhar um papel na entrada do virus nessas células. Anticorpos contra a NA,
bem como inibidores da neuraminidase, podem bloquear a liberacéo viral, inibindo assim a
replicacdo do virus (BOUVIER et al., 2008).

As glicoproteinas HA e NA sdo os principais componentes do envelope do IAV. Os
subtipos virais sdo classificados com base na antigenicidade dessas duas proteinas, e
atualmente foram classificados18 subtipos de HA (de H1 a H18) e 11 subtipos de NA (de
N1aN11) (CRISCl etal., 2013; TONG, et al 2013; CHEN et al., 2011).
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Figura 1: Estrutura do IAV, destacando suas principais proteinas e componentes: Hemaglutinina (HA),
Neuraminidase (NA), Proteina de Matriz (M1), Canal de fon (M2), Ribonucleoproteina (RNP), Polimerase
Baésica 2 (PB2), Polimerase Bésica 1 (PB1), Polimerase Acida (PA) e Nucleoproteina (NP). Fonte: Adaptado
de Flores, 2017.

4.2. Replicacéo

Os virus influenza identificam o acido N-acetilneuraminico (acido sialico) na superficie
da célula do hospedeiro. Os &cidos sialicos sdo agucares &cidos compostos por nove 4&tomos
de carbono que sdo frequentemente encontrados nas extremidades de varias moléculas de
glicoproteinas. Como resultado, eles estdo presentes em uma ampla variedade de células e
em muitas espécies animais (BOUVIER et al., 2008).

O tipo de ligacdo ao &cido sialico é um fator determinante na selecdo do hospedeiro e das
células que o virus pode infectar. Alguns tipos de HA tém afinidade pelos receptores 02,6,
que sdao comuns nas cé¢lulas da traqueia humana, enquanto outros preferem os a 2,3, que sao
predominantes nas células intestinais das aves (Figura 2) (TAUBENNERGER et al., 2010).

Os suinos, por sua vez, possuem ambos 0s tipos de receptores em seu trato respiratorio e
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intestinal, o que os torna suscetiveis a diferentes subtipos do virus da influenza (NELLI et
al., 2010).

Acido Sidlico

[~ Virus de Origem a26 .
Aviaria !

Virus de Origem ','fg'v
Humana siifa, =~
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"' Q
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=" 126
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Figura 02: Padrfes de Receptores de acido sialico 02,3 e 02,6 em hospedeiros do virus Influenza A.
Distribuicdo dos receptores de acido sialico 02,3 em aves e receptores a2,6 em seres humanos. Fonte: Adaptado

de Taubennerger et al., 2010

A proteina HA tem uma estrutura composta por trés partes idénticas. Possui duas regides
bem distintas: uma parte longa, que parece uma espiral com trés hélices alfa enroladas, e
uma parte arredondada no topo dessa espiral. Essa parte arredondada é chamada de "cabega"
da molécula, que é o local onde a molécula se conecta ao receptor de acido sialico. Durante
o0 processo de replicacdo do virus, a proteina HA é dividida em duas partes, conhecidas como
HA1 e HA2, por enzimas chamadas serina proteases. Essa divisdo € uma modificacdo pos-
traducdo necessaria para que o virus seja capaz de infectar células. Acredita-se que a parte
HA2 seja fundamental na fusdo do envelope viral com as membranas das células
hospedeiras, enquanto a parte HAL contém o local de ligacdo ao receptor e as areas que
podem ser reconhecidas pelo sistema imunoldgico, ou seja, os locais onde os anticorpos
podem se ligar (BOUVIER et al., 2008).
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Depois que a proteina HA do virus se liga ao &cido siélico, ocorre a adsor¢do do virus na
célula hospedeira (Figura 3). A acidez do compartimento dentro da célula, chamado de
endossomo, é fundamental para retirar a camada que envolve o virus, e isso acontece de duas
maneiras. O ambiente &cido dentro do endossomo desencadeia uma mudanca na forma da
proteina HA do virus, isso faz com que o peptideo de fusdo, seja exposto. Esse peptideo de
fuséo € responsavel por iniciar a fusdo entre o envelope viral e a membrana do endossomo,
criando um pequeno orificio através do qual os componentes virais, conhecidos como RNPs,

podem entrar no interior da célula hospedeira (BOUVIER et al., 2008).

Além disso, ions de hidrogénio presentes no endossomo sao direcionados para dentro da
particula viral por meio de uma proteina M2. A acidificacdo interna do virion, facilitada pelo
canal M2, desestabiliza as interacdes entre proteinas no interior do virus, permitindo a
liberacdo dos RNPs virais para o interior do citoplasma da célula hospedeira. 1sso marca o
inicio da infeccéo viral no interior da célula (BOUVIER et al., 2008).

Depois de serem liberados, os RNPs (Complexos de Ribonucleoproteina) seguem um
caminho direcionado para o nucleo da célula hospedeira. O nucleo € o local onde ocorre toda
a sintese do RNA do virus influenza. Isso inclui a produgdo de RNA mensageiro (mMRNA),
que atua como um modelo para a célula hospedeira traduzir proteinas virais. Além disso, 0s
segmentos de RNA viral de sentido negativo (VRNA), que formam os genomas da nova
geragdo do virus, também sdo produzidos no ndcleo (BOUVIER etal., 2008; TE VELTHUIS
etal., 2016).

A RNA polimerase dependente de RNA viral, que faz parte dos RNPs importados para o
nucleo, utiliza o VRNA de sentido negativo, como um modelo para criar duas formas de
RNA de sentido positivo. Essas duas formas de RNA de sentido positivo tém finalidades
distintas. A primeira funciona como modelos de mRNA, que a célula hospedeira utiliza para
sintetizar proteinas virais. A segunda forma, conhecida como intermediarios de RNA
complementar (cRNA), é usada pela RNA polimerase para gerar copias adicionais de VRNA
gendmico de sentido negativo. Isso permite a replicacdo e propagacdo do genoma viral
(BOUVIER et al., 2008; TE VELTHUIS et al., 2016).

As proteinas do envelope viral, incluindo HA, NA e M2, sdo produzidas a partir do
mRNA viral em ribossomos associados ao reticulo endoplasmético, onde passam por
dobramento e, em seguida, sdo direcionadas para o aparelho de Golgi para modificacdes pos-
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traducdo. Essas proteinas sdo encaminhadas para a membrana celular, onde ocorre a
montagem do virion (BOUVIER et al., 2008).

O processo de egresso do virus influenza ocorre na membrana celular, iniciado pelo
acumulo da proteina M1 no lado citoplasmatico da bicamada lipidica. Durante esse processo,
as proteinas HA continuam a se ligar as moléculas de acido sialico na superficie celular até
que as particulas virais sejam liberadas gracas a atividade da proteina NA. A principal funcédo
da NA é destruir os receptores de acido sialico, da superficie da célula hospedeira. 1sso
permite que as particulas virais sejam liberadas (BOUVIER et al., 2008).

BROTAMENTO E
LIBERAGAO DO
VIRION

INFLUENAZA A

LIGAGAO NO
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REPLICAGAO DE VRNA

ATRAVES DE UM \
RNA \ INTERMEDIARIO cRNA 0 & % g
2 s e R
TRASCRIGAO daied y
> TRADUGAO

2. mRNA

FUSAO DE MEMBRANA
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Figura 03: Representacéo do ciclo de replicagdo do virus Influenza A. O diagrama esquematiza 0s passos
cruciais do ciclo de replicagdo do virus influenza A, destacando a ligacdo viral & célula hospedeira, entrada,

replicacdo do RNA viral, montagem e liberacdo de novos virions. Fonte: Adaptado de HUTCHINSON et
al., 2018.

4.3. Epidemiologia
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O primeiro registro de um surto de doenca respiratoria aguda em suinos foi em 1918,
durante a pandemia da gripe espanhola entre humanos nos Estados Unidos. Durante 0s anos
1920, varios episodios de surtos da doenga em suinos foram relatados e descritos como uma

forma de gripe de alta incidéncia e baixa mortalidade entre os animais (KOEN, 1919).

No contexto da pandemia da gripe asiaticaem humanos, que comecou na China em 1957,
observou-se gque suinos e equinos que viviam nas proximidades de individuos infectados
apresentavam sintomas clinicos semelhantes. Para compreender o papel epidemioldgico
desses animais durante a pandemia, testes soroldgicos foram conduzidos em suinos e
equinos. Este estudo revelou que o mesmo virus influenza que afetava os humanos estava
circulando entre esses animais, mesmo que alguns deles ndo apresentassem sintomas clinicos
(CHERRY etal., 2011).

Entre os anos de 1970 e 1976, estudos soroldgicos com individuos que tiveram contato
direto com suinos apontaram para a possibilidade de transmissdo do virus influenza suino
para seres humanos. Em 1976, ocorreu o primeiro registro de isolamento desse virus
proveniente de amostras de suinos e em um trabalhador da fazenda nos Estados Unidos, o

gue comprovou a transmissao entre as espécies(CHERRY et al., 2011).

Na América do Norte, o subtipo predominante entre os suinos era 0 H1N1 classico
(cH1NZ1), que se originou em 1918. Contudo, a partir da década de 1990, surgiram outros
subtipos/linhagens do IAV, como o H3N2, HIN2 e H1Nldenominado de TRIG (gene
interno de rearranjo triplo), resultante de rearranjos entre os segmentos genéticos do cH1N1
e outros subtipos de origem aviaria e humana. O rearranjo do H3N2 TRIG de origem humana
com o cHIN1 gerou novos clusters, denominados de alfa, beta e gama. Durante os anos
2000, nos rebanhos suinos, foram identificadas duas novas linhagens nas quais as proteinas
HA e NA provinham de origem humana, denominadas 61 (HIN2) e 62 (HIN1) (CHERRY
etal., 2011).

No Brasil, relatos de suinos apresentando sinais clinicos de doenca respiratoria aguda
remontam a 1930, embora a confirmacéo da presenca do virus nos rebanhos brasileiros s6
tenha ocorrido em 1978, quando o virus foi isolado pela primeira vez. Apdés testes de inibi¢do
da hemaglutinacdo (HI), foi confirmado que o virus isolado no Brasil estava relacionado ao
H1N1 classifo norte-americano (CUNHA et al., 1978; SCHAEFER et. al., 2011).
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Até 2009, a presenca do virus da gripe suina era relativamente insignificante na industria
suinicola do Brasil. Poucos estudos haviam sido conduzidos sobre a ocorréncia de surtos da
gripe suina. Analises sorologicas revelaram uma baixa presenca de anticorpos contra 0s
subtipos HIN1 e H3N2, tanto de origem humana quanto suina. No entanto, ap6s a
emergéncia do virus pH1IN1 em humanos, diversos surtos de doencgas respiratdrias agudas
em suinos de varias idades comecaram a ser documentados no Brasil (CIACCI-ZANELLA
etal., 2015; DIAS et al., 2015; RAJAO et al., 2013; VINCENT et al., 2014;).

Sequéncias genéticas de isolados virais obtidos a partir de amostras de suabe nasal e
pulmdes coletadas entre 2009 e 2012, em diferentes estados do Brasil, foram submetidas a
uma andlise detalhada. Esta analise revelou que os subtipos de origem humana H3N2, HIN1,
H1N2 circularam na popula¢do humana entre 1990 e 2000, antes de serem transmitidos para
0s suinos. Os suinos parecem atuar como mantenedores desses virus, mesmo quando nédo
circulam mais em humanos. A partir de 2009, o pH1N1 passou a se recombinar com 0s virus
de origem humana, desencadeando surtos de doenca respiratoria em suinos e aumentando a

diversidade genética dos virus influenza no Brasil (NELSON et al., 2015).

A ocorréncia do pH1N1 apresentou uma queda notavel entre 2017 e 2018, enquanto
houve um aumento da ocorréncia do H3N2 durante o mesmo periodo. No entanto, em 2019,
observou-se um aumento das linhagens de origem sazonal humana (H1IN1 e HIN2 de
origem humana). (CHAVES et al., 2022; FRAIHA et al., 2021).

Em 2017, observou-se um aumento significativo na ocorréncia de H3N2 em suinos,
possivelmente associado ao aumento da prevaléncia desse subtipo de virus Influenza A na
populacdo humana brasileira. Dados sorolégicos da OMS (2018) indicaram que, durante
2017, houve uma alta incidéncia de H3N2 na populagdo humana brasileira, com uma

presenca menos expressiva de pH1IN1 (FRAIHA et al., 2021).

Em 2020 e 2021, analises soroldgicas confirmaram um aumento nas coinfeccdes
triplas pHIN1 + H3N2 + H1N1. Os trés tém uma relevancia significativa em termos de
salide publica devido ao seu potencial de zoonose. Isso ressalta a importancia da vigilancia
continua e do desenvolvimento de técnicas de diagnostico ageis e eficazes. E importante
destacar que essas coinfecgdes sdo preocupantes, pois desafia os animais com diferentes
subtipos e linhagens, aumentando o risco de rearranjos genéticos e o surgimento de novas
linhagens e subtipos virais (CHAVES et al., 2022).
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4.4. Patogenia e sinais clinicos

A infeccdo pelo IAV é estabelecida por meio do contato direto ou indireto com as
secrec¢des de animais infectados. Nas primeiras 24 a 72 horas ap0s a infec¢do, o virus comega
a replicar nas células epiteliais que revestem o trato respiratorio superior. Conforme a
replicacdo avanca, ocorre a destruicdo das células hospedeiras, geralmente por apoptose, e
ha a liberacdo de novas particulas virais. Esse processo também resulta na descamacéo das
celulas epiteliais, expondo a camada basal em toda a mucosa do trato respiratorio (JANKE,
2013; FLORES, 2017).

A infeccdo do trato respiratorio inferior se manifesta de forma mais tardia, geralmente
entre 72 e 96 horas apds a infeccdo inicial. Em mamiferos, o 1AV induz uma inflamacéo
subaguda nas mucosas do trato respiratorio superior. No trato inferior, podem ocorrer
alteragdes graves, como pneumonia intersticial, lesdes multifocais até uma consolidacéo

coalescente marrom-avermelhada, bronquite e edema interlobular (LYOO et al., 2014).

O periodo de incubacéo do virus influenza em mamiferos varia de 1 a 3 dias, podendo se
estender ate 4 dias. Nas aves, esse periodo pode ser mais curto, de horas a duas semanas,
especialmente em aves que vivem em grupos. Em mamiferos, € comum que o virus seja
disseminado antes do inicio dos primeiros sintomas clinicos, e o periodo de liberacdo do
virus pode durar de 7 a 10 dias, embora, dependendo da carga viral do paciente, isso possa
se estender por semanas (JANKE, 2013).

O virus da gripe pode ser eliminado por meio de secre¢des nasais, conforme relatado em
humanos e suinos, ou por meio de fezes contaminadas, como ocorre em aves. Ja foram
relatados casos de presenca de RNA viral nas fezes de humanos e outros mamiferos. Em
animais como gatos e raposas, foi detectado o subtipo H5N1 (linhagem asiatica) nas fezes.
Em guaxinins submetidos a infeccdo experimental, foi observada uma dispersao viral nas
fezes com uma quantidade reduzida do subtipo humano H3N2 (SPICKLER et al., 2016).

Em suinos, a infeccdo se manifesta de forma aguda no trato respiratorio superior, podendo
resultar em sintomas clinicos especificos de gripe, como tosse, corrimento nasal e ocular,
além de sintomas menos especificos, como febre, apatia e perda de peso (KOCER et al.,
2013).
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Pesquisas em seres humanos revelaram que o VRNA pode ser identificado em amostras
de escarro, mesmo em quantidades minimas, por um periodo de até 10 dias apés a infeccgéo.
Além disso, em amostras fecais, foi possivel detectar a presencga do virus por um periodo de
até 2 semanas. No mesmo estudo, foi verificado a possibilidade de infeccédo viral no epitélio
intestinal. Isso foi evidenciado em uma bidpsia realizada em um paciente que apresentava
enterite, com evidéncias de inflamacdo no colon, incluindo ocorréncia linear e nivel de
erosdo da mucosa. A andlise da regido do colon sigmoide demonstrou um resultado positivo
para o IAV (HIROSE et al., 2016)

4.5. Deteccdo do virus Influenza nas fezes de diversos animais

As aves migratdrias sdo os hospedeiros naturais dos virus influenza. A maioria desses
animais infectados ndo manifesta sintomas da doenca. A capacidade do virus influenza se
ligar aos receptores de 4cido sialico 02,3 no trato intestinal das aves possibilita sua
replicagéo. Isso torna a infecgdo por via fecal-oral um modo comum de transmissdo viral
(TAUBENNERGER et al., 2010).

A capacidade de sobrevivéncia do virus influenza nas fezes é afetada por diversos fatores,
incluindo o subtipo do virus, o tipo de fezes (de qual espécie elas provém), as caracteristicas
fisicas das fezes e a temperatura em que as fezes sdo mantidas durante o processo (DE
BENEDICTIS et al., 2007).

Pesquisas demonstram que em experimentos com patos infectados, foi observada uma
liberacdo consideravelmente maior do virus através das fezes em comparacdo com as
secrec¢des nasais, ao longo de um periodo de aproximadamente 6 a 7 dias (WEBSTER et al.,
1978). Importante notar que a excrecao viral através da cloaca pode persistir por um periodo
mais longo, chegando a até 28 dias (HINSHAW et al., 1980).

Em um surto de gripe aviaria altamente patogénica na Pensilvania entre 1983 e 1985,
causado pelo virus H5N2, foi observado que o virus permaneceu detectavel e viavel nas
fezes por mais de 44 dias. Além disso, foi observado que o virus pode estar presente nas
fezes com concentragdes tao altas quanto 107 TCIDso (doses infecciosas de cultura de tecido)
por grama (UTTERBACK et al., 1984).
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A temperatura ambiente desempenha um papel crucial na capacidade de sobrevivéncia
do virus da gripe aviaria. Em um pais de clima tropical, onde as temperaturas podem variar
entre 24 e 42°C em diversas regides, foi conduzido um estudo para avaliar a resisténcia do
virus H5N1 em fezes Umidas e secas sob diferentes condigdes de temperatura,
especificamente a 4, 24, 37 e 42°C. Os resultados indicaram que o virus permaneceu viavel
por aproximadamente 24 horas a 37°C e 18 horas a 42°C. Entretanto, nas fezes Umidas e
secas, sua capacidade de sobrevivéncia se estende por até 5 dias a 24°C (KURMI et al.,
2013). E importante destacar que a capacidade de sobrevivéncia a 37°C e 42°C foi
notavelmente superior aos resultados de um estudo anterior, que relatou que o virus H5SN1
foi inativado em meia hora nessas temperaturas na presenca de luz solar e até 4 dias a sombra,
a uma temperatura entre 25 e 32°C. 1sso sugere que a exposicao de fezes infectadas ao virus
da luz solar pode acelerar o processo de inativacdo devido a secagem mais rapida e a
influéncia da radiagdo solar (CHUMPOLBANCHORN et al., 2006; KURMI et al., 2013)

Os resultados de uma outra pesquisa revelam que, em fezes de pato inoculadas em um
ambiente experimental com subtipos diferentes, mostra que a capacidade infecciosa de
diversos subtipos do virus da gripe aviaria pode ser mantida por longos periodos,
especialmente em temperaturas baixas. A persisténcia do virus varia significativamente,
entre os diversos subtipos do AV testados. Este estudo registra que o virus pode manter sua
capacidade de infectar nas fezes de patos por periodos diversos. Essa durabilidade varia de
alguns dias, aproximadamente 2 dias em temperaturas de 30°C, a 3 a 4 dias a 20°C. Além
disso, a viabilidade do virus pode estender-se por algumas semanas a 10°C (10 a 14 dias) e
até varios meses a 0°C (31 a 35 dias). (NAZIR et al., 2011).

Em seres humanos, € comum a manifestagdo de doencga no trato respiratorio. Alguns
estudos, realizados durante as epidemias de influenza tipo A e B nos anos de 1973 e 1988,
relatam que adultos e criancas hospitalizadas apresentavam sintomas gastrointestinais e
infeccdes. Além disso, esses pacientes tinham presenga de RNA viral tanto nas fezes quanto
no suabe nasal (KERR et al., 1975; ARMSTRONG et al., 1991).

Em 2009, foram identificados RNA de HIN1 pandémico nas fezes de pacientes que
apresentavam sintomas de infecc¢des gastrointestinais (YOO et al., 2010; CHAN et al., 2009).
Além disso, entre os anos de 2015 e 2018, foram relatados casos em que o IAV foi detectado
em fezes de criangas hospitalizadas que apresentavam sintomas gastrointestinais (XIE et al.,
2020). Em 2018 e 2019, também foram detectados o0 RNA do virus da influenza do tipo A e
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B em amostras de fezes de adultos. Estudos in vitro, que empregam culturas de células
intestinais, sugerem a possibilidade de replicacdo do virus no intestino (KHATIB et al.,
2021).

Um estudo realizado entre 2014 e 2015 no Japdo relatou o caso de um paciente que,
durante uma infeccdo por influenza, desenvolveu sintomas de enterite. Durante um
procedimento de colonoscopia, foi observada uma inflamacédo na regido do colon. Uma
biopsia subsequente detectou 0 RNA viral, revelando uma possivel infeccdo no epitélio
intestinal (HIROSE et al., 2016).

Todos esses estudos mostraram que pacientes de diferentes faixas etarias podem
apresentar sintomas respiratorios e/ou gastrointestinais, com a presenca do virus da influenza
A ou B nas fezes. No entanto, ainda ndo foi identificada a origem desse virus, e ndo ha
estudos que tenham confirmado a presenca de receptores a2,6 na mucosa intestinal de seres
humanos. Com isso, permanece incerto se a transmisséo fecal-oral ¢é possivel em humanos,
como ocorre em aves (KHATIB et al., 2021).

O VRNA e virus infecciosos também foram encontrados no intestino, fezes e amostras
retais de outros mamiferos que foram experimentalmente infectados com varias estirpes do
IAV. A infeccdo de furdes com diferentes virus, incluindo aqueles de origem humana ou
provenientes de suinos e aves, levaram a detec¢do do virus em amostras de suabe retal e em
tecido intestinal (MAINES et al., 2009).

4.6. Detecgdo do virus Influenza nas fezes de suinos

Em suinos, foi identificada a presenca do IAV de origem humana (H3N2) nas fezes. Em
estudos realizados por Kawaoka et al 1986, dois porcos foram inoculados por via intranasal
com aproximadamente 108 EIDso (Dose Infectante por Embrides) de diferentes linhagens de
IAV, incluindo H3N2 de origem humana, HLN1 suino, H3N2 suino e H2N2 aviario. Todos
esses virus foram detectados no trato respiratério dos suinos, no entanto, apenas o virus
H3N2 humano foi detectado nas fezes em um suino, com a recuperacéo de 10*8 EIDso/g de
virus nas fezes. E importante notar que os niveis virais encontrados nos 6rgaos respiratorios

foram de 10°*° EIDso/ml no lavado nasal e de 102° EIDso/ml na traquéia.

O RNA da linhagem H1N1 de origem suina ja foi identificado em amostras intestinais de

suinos infectados, embora em quantidades baixas e sem a presenca do virus infeccioso.
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Segundo De Vleeschauwer et al., (2009), sugeriu-se que o0 VRNA presente no intestino desse
animal ndo ocorreu devido a replicacédo ativa do virus no trato intestinal, mas, a partir de
secrecOes respiratorias contendo o virus ingerido pelo animal. Isso também pode explicar
porque o RNA viral s6 foi detectado em suinos com quantidades relativamente elevadas de

virus no trato respiratorio.

Em outro estudo, realizou-se uma investigacdo minuciosa para identificar o local de
replicacdo do virus em suinos. Durante um periodo de 14 dias, foram coletadas amostras de
suabe traqueal e nasal, sangue e fezes, por duas vezes ao dia. Ap0Os a coleta, as amostras
foram injetadas nas cavidades alantoides de ovos para avaliar a capacidade infecciosa.
Surpreendentemente, nas amostras de sangue e fezes ndo foi detectado o IAV (KIDA et
al.,1994).

Quanto aos sintomas gastrointestinais, observamos que eles podem se manifestar em
animais infectados com a linhagem HIN1 pandémico. Isso foi evidenciado em um
experimento em que alguns suinos foram experimentalmente infectados com o virus por via
intranasal, enquanto outros tiveram contato com o0s suinos previamente infectados. Tanto 0s
suinos infectados quanto aqueles que tiveram contato com eles apresentaram sintomas leves,

incluindo febre, espirros, corrimento nasal e diarreia (LANGE et al.,2009).

Os receptores de acido sialico (SA) a2,3-Gal e SA a2,6-Gal, que desempenham um papel
fundamental de ligacdo do virus influenza nas células do hospedeiro, foram identificados no
duodeno de suinos. Contudo, é importante notar que o receptor SA 02,3-Gal foi identificado
em pequenas areas, principalmente nas margens do revestimento intestinal. Por outro lado,
o receptor SA a2,6-Gal apresentou uma presenca mais expressiva, sendo encontrado tanto
ao longo das margens do revestimento quanto nas células caliciformes. Conforme
avancamos para as por¢fes mais inferiores do intestino, a presenca dos receptores SA

demonstra um aumento gradual (NELLI et al., 2010).

No entanto, houve uma notavel presenga dos receptores SA a2,3-Gal e SA a2,6-Gal tanto
nas margens do revestimento quanto nas células caliciformes. Foi notado que esses dois tipos
de receptores coexistiam frequentemente nas células caliciformes. Além disso, a expressao
do receptor SA a2,6-Gal parecia variar ao longo das células caliciformes do célon, com uma
presenca mais acentuada na regido da cripta em comparacdo com a superficie luminal
(NELLI et al., 2010).
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Os resultados dos estudos sugerem que o IAV tem o potencial de se replicar no intestino
dos suinos. Isso ressalta a relevancia dos suinos na propagacéo do virus da gripe suina, € 0
trato intestinal pode desempenhar um papel na excre¢cdo do virus e na transmissdo desses

agentes infecciosos entre 0s animais e no ambiente.
4.7. Monitoramento de Influenza A em Diferentes Tipos de Amostras

A transmissdo dos IAVs de origem aviaria € amplamente conhecida por ocorrer através
do contato entre hospedeiros infectados e suscetiveis. Além disso, a transmissdo via agua
emergiu como um mecanismo de disseminacdo fundamental, especialmente em patos
domeésticos e aves selvagens. Estudos demonstraram que os virus podem ser isolados em
fontes de agua frequentadas por aves selvagens, e nesses ambientes, eles retém sua
capacidade infecciosa por semanas, possibilitando o isolamento de virus viaveis (PAWAR
etal., 2019).

A capacidade de sobrevivéncia dos virus da influenza aviaria no ambiente € influenciada
por uma série de fatores, que incluem caracteristicas quimicas e fisicas como umidade,
temperatura, pH, salinidade, e a presenca de compostos organicos. Além disso, a prépria

variante do virus influencia sua resisténcia ao ambiente (PAWAR et al., 2019).

Estudos indicam que a carga viral tende a diminuir em pH &cido, geralmente variando de
6,0 a 4,6, uma vez que o pH acido afeta a estrutura do virus (RAMEY et al., 2020; NAZIR
etal., 2011). O virus pode ser identificado em amostras de sedimentos de lagos por periodos
de 2 dias a 30°C, de 3 a 4 dias a 20°C, de 10 a 14 dias a 10°C e, surpreendentemente, de 31
a 35 dias a 0°C (NAZIR et al., 2011). Outro estudo revelou que o virus pode permanecer
vidvel por um periodo significativo de 209 a 229 dias em uma temperatura media das aguas
superficiais que variou de -0,1 a 22,9°C (RAMEY et al., 2020). Surpreendentemente, a
precipitacdo do virus em fontes de agua, sejam elas municipais, superficiais ou maritimas,
ndo parece afetar sua viabilidade, visto que os virus tém a capacidade de se reproduzir em
ovos embrionados de galinha, mostrando sua resiliéncia em diferentes ambientes aquosos
(NAZIR et al., 2011).

De maneira interessante, a agua destinada ao consumo das aves e acondicionada em
recipientes situados dentro das gaiolas de aves domésticas em mercados tem apresentado

uma frequéncia maior de isolamento de virus influenza em comparacdo com amostras
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obtidas de esfregacos fecais, traqueais e cloacais. Isso ressalta a importancia da &gua como

um meio de transmissdo significativo para esses virus (KALE et al., 2013).

Durante o pico de uma epidemia de gripe aviaria H5, na provincia de Hubei na China, a
taxa positiva mensal de deteccdo de 1AV variou entre 1,88% e 2,49% em um total de 7.132
amostras ambientais coletadas ao longo de um periodo de quatro meses, abrangendo o
inverno e a primavera. As taxas de positividade foram mais elevadas nos mercados urbanos
e rurais de aves vivas e nas unidades de abate e processamento de aves, especialmente
durante o abate e a criagdo mista, em comparagdo com outros locais de monitoramento. A
analise revelou que as amostras com taxas de positividade mais elevadas, principalmente nas
tabuas de cortar, aguas residuais de aves, amostras fecais e agua potavel de aves, estavam
consistentes com os resultados da vigilancia em outras regifes da China. Portanto, esses
achados destacam que os mercados urbanos e rurais de aves vivas e as instalagdes de abate
e processamento de aves, onde as amostras com alta taxa de positividade se concentram em
areas como tabuas de cortar, aguas residuais de aves, amostras fecais e agua potavel de aves,
continuam a representar locais de risco significativos de transmissdo do virus (LIU et al.,
2020).

A analise do virus da influenza em amostras de aguas residuais humanas representa uma
estratégia promissora na vigilancia e monitoramento deste agente infeccioso. Essa
abordagem oferece uma série de vantagens evidentes, uma vez que permite uma visdo mais
abrangente da propagacéo do virus em uma comunidade. Isso ocorre porque a detecgédo de
RNA do virus pode ser realizada em amostras de individuos que manifestam sintomas da
doenca, bem como naqueles que sdo portadores assintomaticos do virus (WOLFE et al.,
2022; MERCIER et al.,2022).

Resultados de um estudo, conforme apresentado por Wolfe et al. (2022), demonstram
uma forte correlacdo entre a presenca do RNA do virus da influenza A em amostras de aguas
residuais e a taxa de incidéncia do virus em comunidades. Além disso, o estudo observou
que o RNA do virus influenza A é mais frequentemente detectado em amostras sélidas de
aguas residuais do que em amostras liquidas, o que sugere que a vigilancia de aguas residuais
do virus pode ser mais sensivel e eficaz quando se concentra na fracdo solida. Esses
resultados destacam o potencial do monitoramento do RNA do 1AV em &guas residuais

como uma ferramenta valiosa para a vigilancia e deteccdo precoce de surtos de gripe,
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especialmente em situacfes em que os métodos clinicos tradicionais podem ter limitagdes
(WOLFE et al., 2022).

Em um surto de IAV em humanos na cidade de Ottawa no Canada, amostras de aguas
residuais foram analisadas para a detec¢do dos subtipos HIN1 e H3N2, sendo 0 H3N2 o
virus predominante em toda a cidade. Surpreendentemente, o0 H3N2 foi identificado nas
amostras de esgoto 17 dias antes do primeiro caso de IAV ser relatado pela vigilancia clinica,
destacando a utilidade da deteccdo em aguas residuais como um indicador precoce de surtos
(MERCIER et al.,2022).

O virus Influenza pode ser transmitido de forma bidirecional por meio de mecanismos de
transmissdo respiratoria e mamaria. Essa transmissdo resultou em doencas respiratorias
graves e mortalidade nos filhotes. O virus foi detectado nas glandulas mamarias e no leite
das fémeas que estavam amamentando filhotes inoculados com o virus HIN1 de 2009,
sugerindo que a infeccdo poderia ocorrer por meio do contato com o leite materno. Os
filhotes pareciam se infectar via glandulas mamarias, ao invés pela via respiratoria, o que
resultava em doencas graves e morte. Além disso, a infeccdo por influenza nos tecidos
mamarios pode piorar ou aumentar a incidéncia de mastite em mées que estdo amamentando
(PAQUETTE et al., 2015).

4.8. Monitoramento de Influenza A em Amostras Ambientais de Suinos

A deteccdo do virus influenza em amostras do ambiente, como bioaerossais, fluido oral
e amostragem de superficies, ja esta firmemente estabelecida na suinocultura. O 1AV ja foi
identificado e isolado em mercados de suinos em vérias fontes, incluindo fluidos orais,
amostras de ar coletadas nas areas de detencdo dos animais, grades dos currais de suinos,
portas que conduzem a area de detencao dos animais, pias ou torneiras localizada dentro da

area de atendimento, mostrando que o virus continua viavel no ambiente (CHOI et al., 2015).

Durante surtos de IAV em suinos, foi observado que o ar e as superficies dos galpdes da
granja continham quantidades consideraveis do virus, o que potencialmente colocava tanto
suinos quanto os funcionarios em risco de exposi¢do. A presenca do virus no ar persistiu ao
longo dos surtos agudos da doenca, estendendo-se por cerca de 20 dias. O apice de deteccdo
viral nas amostras de ar ocorreu entre 0 7° e 0 11° dia apds o inicio dos surtos. Os niveis

méaximos de virus no ar variaram entre as instalacdes afetadas e estiveram na ordem de
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grandeza de 10* a 107 de copias de RNA por metro clbico de ar. Dado esses achados e a
possivel relacdo com a transmissdo do virus entre suinos e seres humanos, € plausivel
considerar que essa via aérea representa um risco significativo para a saude de ambas as
populagOes, uma vez que o 1AV foi consistentemente isolado no ar em diferentes momentos
ao longo dos surtos (NEIRA et al., 2016).

Um método inovador de amostragem, utilizando a pele do Ubere de porcas lactantes, tem
se mostrado altamente eficaz na deteccdo do IAV. Este método, que representa grupos de
leitBes lactantes, provou ser capaz de identificar ninhadas positivas para o virus e produzir
IAV vidvel. A taxa de deteccdo e isolamento do IAV em lencos umedecidos do Ubere
demonstrou eficacia semelhante a obtida em esfregacos orofaringeos. A fonte mais provavel
do virus presente na pele do Ubere parece ser as secre¢fes nasais e orais deixadas pelos
leitGes durante o processo de amamentacdo. Este novo enfoque de amostragem da pele do
Ubere ndo apenas se apresenta como uma técnica eficaz e préatica para identificar ninhadas
infectadas por influenza, mas também sugere que os len¢os umedecidos sejam uma op¢édo
viavel e acessivel para detectar e isolar o IAV em suinos antes do desmame. Esta é uma
descoberta de grande relevancia, visto que os leitdes antes do desmame representam um
reservatdrio bem conhecido do virus em rebanhos reprodutores, tornando-os um alvo crucial
para programas de vigilancia. Além disso, esses resultados indicam que a pele contaminada
pode servir como um meio de transmissdo do IAV dentro e entre ninhadas de suinos
(GARRIDO-MANTILLA et al., 2019).

A coleta de amostras de efluentes de rebanhos suinos desempenha um papel crucial na
deteccdo de alguns patégenos. Amostras de sistemas de tratamento de efluentes foram
utilizadas para investigar a presenca de virus de DNA, notadamente o adenovirus suino
(PAdV) e o circovirus suino (PCV2). Esses virus sdao reconhecidos por sua estabilidade
ambiental e pela comum excrecdo nas fezes e urina de suinos. Os resultados revelaram uma
alta prevaléncia desses virus em todas as amostras coletadas, inclusive na &gua tratada no
final do sistema. Particulas ndo danificadas de PAdV e PCV2 foram identificadas em todos
os locais de amostragem. Isso sugere que esses Vvirus podem resistir aos processos
convencionais de tratamento de &guas residuais. Essas descobertas tém implicacdes
significativas para a gestdo de dgua e residuos em contextos relacionados a produgdo suina
(VIANCELLI et al., 2012).



609
610
611
612
613
614
615

616

617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635

636
637
638

35

Virus de RNA também ja foram detectados em amostras de efluentes de suinos, em
particular o virus da hepatite E (HEV). Das instalacdes de compostagem examinadas, 80%,
testaram positivas para a presen¢a do HEV. Uma analise mais detalhada mostrou que o HEV
foi detectado em 100% das amostras em duas instalagdes, dependendo do estdgio do
processo de tratamento. N&o foi detectado em amostras sélidas ou liquidas apds essa fase do
tratamento. Essas descobertas oferecem informaces valiosas sobre a persisténcia do HEV

em instalagBes de tratamento de efluentes de suinos (GARCIA et al., 2014).

4.9. Diagnéstico

Dado que a IAV ¢ altamente contagiosa e afeta significativamente os suinos em uma
granja, é crucial realizar um diagnéstico rapido e eficaz para conter a propagacao da doenca
(FLORES, 2017). A escolha criteriosa dos suinos a serem amostrados € o primeiro passo
fundamental na obtencdo de uma amostra confidvel para o diagndstico. Isso ocorre porque
0s primeiros sete dias ap0s a contaminacgdo representam o periodo de maior excrec¢do viral,
tornando essencial coletar amostras de suinos na fase aguda da doenga, caracterizada por
sintomas como tosse e febre. E recomendavel evitar a coleta de amostras de suinos que
morreram de forma natural ou receberam tratamento medicamentoso, uma vez que o tecido
pode ter sofrido autolise e a administragdo de medicamentos pode reduzir a probabilidade
de isolar bactérias responsaveis por infecc@es secundarias (SCHAEFER et al., 2013).

Quando se trata de diagnosticar IAV em suinos vivos, a secrecdo nasal se destaca como
a amostra mais apropriada para isolamento viral ou testes moleculares. Para coletar o muco
nasal, € aconselhavel usar suabe sintéticos com cerca de 15 centimetros de comprimento.
Apos a coleta, 0 suabe € imerso em um meio de transporte, como o solugédo salina tamponada
com fosfato (PBS), que é complementado com antibidtico e antifingico. O material coletado
deve ser armazenado a uma temperatura de 4°C e encaminhado ao laboratério dentro de, no
méaximo, 48 horas apos a coleta (SCHAEFER et al., 2013).

Além disso, amostras de soro podem ser colhidas para diagnosticos soroldgicos, como
0s testes de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) e o Ensaio por Imunoabsor¢do Enzimatica
(ELISA) (FLORES, 2017).
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Os tecidos do trato respiratorio, tais como pulmao, brénquios, traqueia e cornetos
nasais, sdo considerados amostras ideais para diagnostico, uma vez que sdo os locais
primarios de replicagdo do virus no organismo suino. Em casos pos-mortem de suinos
afetados pela 1AV, os exames histopatoldgicos desempenham um papel fundamental na
compreensdo da patogenia do virus nesses animais (DETMER et al 2012).

Especificamente, regiGes que exibem caracteristicas tipicas de pneumonia, como areas
de coloracdo avermelhada e consolidada, devem ser coletadas junto com fragmentos dos
brénquios e bronquiolos. Essas amostras devem ser mantidas refrigeradas quando destinadas
ao isolamento viral e testes moleculares. Simultaneamente, é recomendado que sejam
fixadas em formol quando destinadas a exames histopatologicos e imuno-histoquimicos,
proporcionando assim uma avaliagdo completa da infeccdo por 1AV e seus efeitos nos
tecidos pulmonares (SCHAEFER et al 2013).

Para o diagnostico direto da influenza suina, uma técnica eficaz € a RT-PCR (Reacéo
em Cadeia da Polimerase precedida de Transcricdo Reversa) ou RT-gPCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase precedida de Transcricdo Reversa Quantitativa), que permite a
amplificacdo do material genético do virus. Essa abordagem € aplicavel a diversos tipos de
amostras, incluindo fluidos e tecidos, e € altamente especifica e sensivel, o que a torna capaz
de detectar o genoma viral mesmo em amostras de campo com niveis baixos de RNA viral
(DETMER et al., 2012; SCHAEFER et al., 2013).

Para deteccdo do 1AV, primers séo projetados para amplificar genes conservados,
como os da matriz ou da nucleoproteina. Essa técnica serve como um teste de triagem. Para
a deteccao de subtipos, é necessario a utilizagdo de primers especificos para as glicoproteinas
de superficie HA (hemaglutinina) e NA (neuraminidase) (DETMER et al., 2012,
SCHAEFER et al., 2013).

Técnicas de PCR que utilizam sondas fluorescentes sdo Uteis para quantificar o
genoma viral amplificado durante a reacdo, fornecendo assim informacgfes sobre a
quantidade de acido nucleico viral presente na amostra. Essa abordagem é valiosa no
diagnostico preciso da infeccdo por influenza suina, auxiliando na compreensdo da carga
viral e no monitoramento da doenca (DETMER et al., 2012; SCHAEFER et al., 2013).
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O isolamento viral € uma técnica altamente sensivel e considerada o padrdo-ouro para
o diagnostico de influenza. Nesse método, as amostras sdo inoculadas em culturas de células
suscetiveis ao virus da influenza, como as células MDCK (Madin-Darby Canine kidney
cells), e sdo observadas ao longo de um periodo de 24 a 72 horas para detectar sinais de
replicacdo viral, culminando no desenvolvimento do efeito citopatico (ECP) nas células. O
ECP é caracterizado pelas alterac@es nas células hospedeiras induzidas pela agdo do virus
(DETMER et al., 2013).

Amostras de campo geralmente contém quantidades limitadas de virus, tornando
necessarias passagens cegas adicionais para amplificar o viral a ponto de causar o ECP. Além
disso, o isolamento viral em ovos especificos de embrido de galinha SPF (Specific Pathogen-
Free) ainda é uma abordagem usada, pois pode resultar em titulos virais mais elevados do
que os obtidos com o isolamento viral em culturas celulares. Para confirmar definitivamente
a presenca do virus, testes como RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase com
Transcricdo Reversa) e testes de hemaglutinagdo (HA), geralmente sdo realizados como
procedimentos complementares (DETMER et al 2013; FLORES, 2017).

Exames soroldgicos para deteccdo de anticorpos contra o virus da influenza em suinos
podem ser empregados para identificar possiveis infeccdes ou determinar se 0s animais
foram vacinados. Nos suinos infectados pelo virus, a producdo de anticorpos normalmente
comega apos aproximadamente sete dias de infecgdo e pode perdurar por até cerca de 10
semanas. O teste convencional para identificar anticorpos neutralizantes é o teste de HI
(inibicdo da hemaglutinagdo). Esse exame avalia a habilidade dos anticorpos presentes no
soro dos animais de se ligarem ao virus de referéncia, impedindo que a hemaglutinina (HA)
do virus se conecte aos receptores nas superficies dos eritrocitos. Isso resulta na falta de
hemaglutinacdo. No teste de HI, o soro dos animais é diluido seriadamente na escala 1:2, e
um resultado positivo, geralmente com uma leitura superior a 1:40, indica a presenca de
anticorpos neutralizantes. Quanto maior o titulo do HI, mais recente foi a infeccdo. Este teste
também possibilita a identificacdo de anticorpos contra linhagens de HA especificas do 1AV
(DETMER et al., 2012; FLORES, 2017; DIAS et al., 2015).

Outro exame utilizado para detectar anticorpos neutralizantes no soro dos animais é a
soroneutralizacdo (SN). Neste teste, 0 soro dos animais é diluido em série em uma placa e é

incubado com linhagens do virus de referéncia. Ap6s um periodo de incubacdo, células
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MDCK séo adicionadas. Caso o soro dos animais contenha anticorpos, ocorrera a ligacao e
neutralizacdo do virus, impedindo sua replicacdo nas células e, a auséncia do
desenvolvimento do ECP. Esses exames sorologicos sdo valiosos para avaliar a resposta
imunoldgica dos suinos a infecc¢éo ou vacinacdo pelo IAV (DETMER et al., 2012; FLORES,
2017).

4.10. Tratamento e Controle

A infeccdo pelo IAV em suinos ndo possui um tratamento especifico. No entanto, é
possivel utilizar agentes antimicrobianos para tratar infeccdes bacterianas secundarias, que
frequentemente ocorrem em conjunto. Para suinos que manifestam sintomas tipicos da
infeccdo pelo AV, é crucial manté-los em baias limpas e secas, além de minimizar o estresse
durante a fase aguda da doenca (SOBESTIANSKY et al., 2007; FLORES, 2017).

Para prevenir a introducdo do virus nas instalacdes de criagdo, medidas rigorosas de
biosseguridade devem ser implementadas. Isso inclui a proibicdo da entrada de materiais
contaminados, a restricdo da movimentacdo de funcionarios entre galpdes com diferentes
categorias de suinos, a vacinacao dos funcionarios e a proibicao da entrada de pessoas com
sintomas gripais. Além disso, é essencial realizar a limpeza e desinfec¢do das baias antes de
introduzir novos animais (FLORES, 2017; TORREMORELL et al., 2020).

A imunizacgdo é a estratégia mais amplamente empregada para controlar e prevenir a
influenza suina, e a constante variabilidade genética dos IAV exige adaptacdes continuas
nas formulagdes das vacinas (TORREMORELL et al., 2020). No Brasil, uma vacina
comercial inativada, direcionada a linhagem pH1N1, foi autorizada em 2014, e vacinas
autogenas, a partir de 2017, receberam aprovacao para uso no pais. Com multiplas linhagens
de virus da influenza suina em circulagéo, ndo é garantido que todas as vacinas proporcionem
uma protecdo eficaz aos animais (VAN REETH et al., 2013; CHEN et al., 2012). Assim, a
vigilancia constante dos IAVs que afetam os suinos se torna importante para orientar as
atualizacdes dos subtipos nas vacinas e para oferecer informagdes fundamentais na aplicagao
de estratégias de controle nas propriedades. A realizagdo de analises sorologicas é de extrema
importancia para monitorar a prevaléncia dos subtipos circulantes do virus da influenza
(SOBESTIANSKY et al., 2007)

4.11.  Tecnologias para o tratamento de efluentes de suino
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Na atividade suinicola, o aproveitamento de recursos, especialmente a agua, é
fundamental. A agua desempenha papeis cruciais na propriedade, como fornecida aos
animais, resfriamento (por meio de nebulizagéo) e higienizacgéo das instalages. O consumo
significativo de agua é um desafio na suinocultura, estimando-se que cada animal possa
exigir até 72,9 litros diarios em granjas de ciclo completo, sendo a maior parte destinada a
limpeza dos ambientes de alojamento, segundo a Fundacdo do Meio Ambiente (FATMA)
do Estado de Santa Catarina. A relevancia da agua no manejo dos projetos suinos é
facilmente compreendida, e os custos associados ao desperdicio desse recurso podem ser
consideraveis, atingindo R$ 7,50 para cada 1000 litros (SOUZA et al., 2017).

A quantidade e qualidade dos efluentes produzidos nas granjas sdo influenciadas por
diversos fatores, como o tipo de bebedouro, 0s procedimentos de limpeza, o desvio de aguas,
0s comedouros e o tipo de ragdo. Em média, suinos geram cerca de 6,7 kg de dejetos por dia
a cada 100 kg de peso vivo. A producdo varia em diferentes contextos, estimando-se entre
60 a 100 litros por matriz por dia em granjas de ciclo completo, 35 a 60 litros em granjas
produtoras de leitdes, e 4,5 a 7,5 litros por cabeca por dia em granjas de producao de suinos
terminados (DIAS et al., 2011). Os efluentes, sdo compostos por urina, fezes, residuos de
racdo, poeira, dgua e outros elementos do processo produtivo, apresentam caracteristicas
como coloracao escura, consisténcia variavel e elevadas concentrac@es organicas, além de
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas diversas. A composicdo quimica dos efluentes

suinos varia conforme a fase de producéo e a dieta (SOUZA et al., 2017).

A biodiversidade dos efluentes na suinocultura reflete uma ampla variedade na
microbiota. Essa microbiota €& caracterizada por uma concentracdo elevada de
microrganismos, incluindo patégenos. O manejo inadequado desses efluentes pode acarretar
sérios riscos a satde humana e animal, sendo uma fonte potencial de transmisséo de doencas.
Ao analisar a distribuicao taxonémica dos microrganismos presentes nos efluentes de suinos,
observamos que 83,7% pertencem ao grupo Bactéria, seguido por 12,8% de Archaea, 3% de
Eukaryota e 0,5% de outros (DUDA et al., 2015).

O manejo dos efluentes na suinocultura desempenha um papel crucial na gestdo

ambiental e no aproveitamento sustentavel desses residuos. Esse processo deve abranger
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cinco etapas cruciais: produgéo, coleta, armazenagem, tratamento, distribuicéo e utilizacao

dos dejetos, tanto na forma sélida quanto liquida (DIAS et al., 2011).

Quanto ao tratamento desses dejetos suinos, geralmente empregam-se processos
fisicos, quimicos e biol6gicos para a transformagdo ou remocao da carga poluente presente
nos efluentes. Esses procedimentos de tratamento de dejetos organicos sdao comumente
divididos em trés categorias: fisica, quimica e bioldgica. O tratamento fisico engloba etapas
como a separacdo de fases, utilizando processos de sedimentacdo, centrifugacao,
peneiramento, filtracdo ou separacdo quimica, desidratacdo para reducdo da umidade para
niveis em torno de 10 a 15%. O tratamento quimico, por sua vez, baseia-se na adicdo de
coagulantes ou floculantes quimicos aos dejetos para promover a separacdo das fases
liquidas e solidas. J& o tratamento biolégico, um processo natural, pode ser aplicado aos
dejetos solidos ou liquidos, sendo controlado ou néo, e podendo ser aerébico ou anaerdbico
(DIAS et al., 2011).

No Brasil, 0 manejo tradicional inclui o armazenamento em esterqueiras e o tratamento
por lagoas de decantacdo. Essa abordagem é favorecida devido aos seus baixos custos de
implementacdo e operacdo, bem como pela facilidade operacional. Os efluentes tratados
dessa maneira ndo apenas podem ser reaproveitados como fertilizante na lavoura, mas
também possibilitam a reciclagem da dgua proveniente do processo de decantacdo para reuso
nas instalagdes da granja. Esse duplo aproveitamento ndo s6 contribui para a sustentabilidade
agricola ao fornecer nutrientes valiosos para as plantagdes, mas também destaca a eficiéncia

na gestdo dos recursos hidricos dentro da prépria granja (CARDOSO et al., 2015).

4.11.1. Tratamento biolégico

No processo de tratamento bioldgico, ocorre a degradacédo bioldgica dos efluentes por
microrganismos aerobios e anaerdbios, resultando em um material estavel e livre de
organismos patogénicos. Os sistemas de tratamento de aguas residuais que utilizam
processos naturais para remover poluentes da agua, sdo denominadas lagoas de estabilizacao.
Essas lagoas sdo projetadas para permitir a decomposicéo biologica de matéria organica,
reduzindo assim a carga poluente da agua. Existem diferentes tipos de lagoas de
estabilizacdo, sendo as duas principais categorias as lagoas aeradas e as lagoas facultativas
(NUVOLARI et al., 2011).
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As lagoas aeradas surgiram como resposta a necessidade de reducédo da area necessaria
para o tratamento em comparacao com as lagoas de estabilizacéo, essas lagoas sdo projetadas
para promover a aeragdo da agua, introduzindo oxigénio para sustentar a atividade de
microrganismos aerdbios. A presenca de oxigénio estimula a decomposicdo da matéria
organica. No entanto, dependem da introducdo artificial de oxigénio necessario pelos
organismos decompositores da matéria organica soltvel. A energia de aeracédo possibilita a
manutencdo da massa liquida em total suspensdo, resultando na formacdo de flocos
bioldgicos para subsequente separacdo na unidade seguinte de sedimentacdo (NUVOLARI
etal., 2011).

As lagoas facultativas sdo projetadas para operar tanto em condi¢6es aerdbias quanto
anaerobias, permitindo a decomposicdo da matéria organica em ambientes com diferentes
niveis de oxigénio. As lagoas facultativas tém zonas mais profundas e menos aeradas,
proporcionando condi¢cfes anaerdbias, enquanto as areas mais superficiais sdo expostas ao
ar para condi¢Oes aerdbias. Essa alternancia promove diferentes processos de decomposicado
(NUVOLARI et al., 2011).

Outra técnica que pode ser utilizado € biodigestor, um reator cuja funcdo primordial é
a decomposicdo da carga organica presente nos residuos, opera em condicGes anaerdbias,
resultando na producédo de um efluente liquido, denominado biofertilizante, e na geracdo de
biogas. A decomposicdo dos dejetos resulta na formacgdo de um géas de elevado potencial
energético, apto a substituir fontes como lenha, gasolina e GLP. Além disso, 0s residuos
podem ser utilizados para propositos agronémicos, atuando como biofertilizante e

proporcionando carga organica (DIAS et al., 2011).

O biodigestor requer um tempo de retencdo hidraulica mais curto e uma area menor
para a degradacdo anaerdbica, em contraste com os sistemas de tratamento em lagoas. E
crucial salientar que o biodigestor deve ser empregado apenas em propriedades com
extensdo agricola compativel com o volume de biofertilizante gerado, uma vez que néo é
uma unidade de tratamento completa, mas sim uma etapa integrante do sistema de
tratamento. A eficacia do biodigestor na degradacdo da matéria organica contida nos
residuos é influenciada por diversos fatores, como temperatura, concentracdo de solidos

volateis e atividade dos micro-organismos presentes no sistema, reforcando a sua posi¢do



837
838
839
840
841
842
843
844
845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855
856

857
858
859

860
861
862
863
864
865
866
867
868
869

42

como parte integrante de um sistema de tratamento de dejetos, e ndo como a etapa final do
processo (DIAS et al., 2011).

4.11.2. Técnica de Tratamento de efluentes para reaproveitamento da agua

No estagio inicial do tratamento de agua, ocorre o processo crucial de coagulacédo antes
da etapa de decantacdo. Nessa fase, a 4gua bruta é submetida a adi¢do de coagulantes, como
o0 Sulfato de Aluminio ou outros agentes coagulantes, desencadeando a formacéo de flocos.
Esses flocos tém a propriedade magnética de atrair as particulas de sujeira presentes na agua,
aglutinando-as para facilitar a posterior remocao. Um aspecto fundamental para o sucesso
desse processo € manter o pH do efluente em uma faixa neutra, criando as condicdes ideais
para a coagulacdo efetiva. Esse método ndo apenas contribui para a clarificagdo da agua, mas
também representa uma etapa primordial na remoc¢édo de impurezas, preparando-a para as
proximas fases do tratamento (PEDROSO et al., 2012).

A decantacdo € uma etapa crucial em sistemas de tratamento de aguas residuais. Essa
fase visa separar solidos e lodo da agua tratada, garantindo uma qualidade ainda maior antes
de qualquer descarte ou retso. Apds o tratamento aerado, a agua passa para uma lagoa de
decantacdo para permitir que os sélidos em suspensao se depositem no fundo da lagoa. Nesse
ambiente mais calmo, a velocidade do fluxo da &agua diminui, proporcionando a
sedimentacdo de solidos e lodo (LIMA et al., 2011; NUVOLARI et al., 2011).

A agua permanece na lagoa de decantagdo por um periodo, permitindo que os sélidos
mais pesados, como particulas sedimentaveis e lodo, se depositem no fundo da lagoa. A
decantacdo ap0s o tratamento aerado é fundamental para garantir que a agua final seja clara
e tenha uma carga de s6lidos reduzida. Essa fase contribui para a eficiéncia global do sistema
de tratamento de aguas residuais e pode variar em sua implementacdo de acordo com as
caracteristicas especificas do local e as necessidades do tratamento (LIMA et al., 2011;
NUVOLARI et al., 2011).

No cenario brasileiro, existem diretrizes para o langamento de efluentes em corpos
d'dgua. No entanto, essa normativa ndo define critérios especificos relacionados aos padrbes

de seguranca para a reutilizacdo da agua na producdo animal, criando assim uma lacuna
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regulatéria nesse contexto. Como resultado, a qualidade exata da agua reutilizada nas

instalacdes de criacdo apds o tratamento permanece desconhecida.

Em um estudo que investigou a qualidade do efluente ap6s dois tratamentos distintos,
0 primeiro sistema de tratamento foi composto por uma fase de separacdo sélido-liquido
utilizando uma peneira, um reservatério de equalizacdo, um tanque de decantacdo, um reator
anaerdbio, um reator aerébio e um segundo tanque de decantagdo. No segundo sistema, por
sua vez, incorporou um digestor anaerobio seguido por lagoas seriadas, anaerobias,
facultativas e de maturacdo. Para a deteccdo de alguns virus de DNA como adenovirus suino
(PAdV), circovirus suino (PCV2), parvovirus suino (PPV1) e virus torque teno (TTV) no
término do tratamento (VIANCELLI et al., 2013).

Os resultados do primeiro sistema revelaram uma significativa reducéo de 1 log (90%)
na concentracdo de PAdV no efluente final, enquanto ndo foi observada diminuicéo
apreciavel do PCV2 ao longo do processo de tratamento, Ja 0os genomas do TTV foram
positivos em 16%, 11% e 27% das amostras de esterco bruto, apos tratamento fisico e
efluente final, respectivamente, enquanto a porcentagem de amostras positivas para PPV1
permaneceu constante no esterco bruto, apés tratamento fisico e no efluente final (11%). No
segundo sistema, PPV1 e TTV foram detectados no esterco bruto (11%) e no efluente do
biodigestor (11%), mas ausentes no efluente final, e tanto PAdV foi detectado no efluente
final (VIANCELLI et al., 2013).

Em um outro estudo foi conduzido para identificar virus entéricos suinos de RNA,
incluindo norovirus suinos (PoNoVs) e sapovirus suinos (PoSaVs), bem como rotavirus
(RVs, grupos A,B e C), em efluentes submetidos a diferentes tratamentos. Os resultados
divergiram entre RV-A e RV-C em comparagdo com PoSaV e PoNoV (COSTANTINI et
al., 2007).

Com a aplicacéo da tecnologia ATAND (Digestor Anaerobico no Solo a Temperatura
Ambiente e Sistema de Estufa), tanto RV-A quanto RV-C foram identificados nos efluentes
do digestor anaerobico. Amostras pOs-tratamento do local CWM (gerenciamento
convencional de residuos) apresentaram deteccdo de RV-A, assim como amostras pos-

tratamento do local CWS (separacdo de sélidos do liquido e, em seguida, o tratamento do



903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934
935
936

44

liquido resultante em zonas Umidas construidas) por meio de PCR seminested
(COSTANTINI et al., 2007).

Nos locais onde tanto RV-A quanto RV-C foram identificados, os resultados foram
geralmente congruentes. Na tecnologia AUFBS (Sistema de Biofiltragdo Aerobia de Fluxo
Ascendente), ambos os virus foram detectados por PCR seminested em amostras coletadas
nas lagoas ao final do tratamento. No SSS (Sistema de Processamento de Sdlidos de
Separacdo de Solidos/Nitrificacdo-Desnitrificacdo/Remocdo de Fosforo Sollvel), amostras
do produto final ensacado e do liquido obtido apds a remocgdo do fosforo apresentaram
positividade para ambos os virus (COSTANTINI et al., 2007).

4.11.3. Regulamentacdo Ambiental para Destinagéo de efluentes tratados

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), como 6rgao consultivo e
deliberativo do Sistema Nacional do Meio Ambiente (SISNAMA), tem um papel crucial na
definicdo de diretrizes e normas técnicas para a protecdo ambiental e o uso sustentavel dos
recursos. No contexto da destinacéo de efluentes suinos, as resolugdes do CONAMA, como
an®357/2005, alterada pelas resolucdes n° 410/2009 e n° 430/2011, sdo fundamentais. Essas
resolucdes abordam a classificacdo e o enquadramento dos corpos de agua, estabelecendo
condicBes e padrdes para o langamento de efluentes em corpos d'dgua em nivel federal. Em
ambito estadual, Minas Gerais segue as diretrizes da Deliberacdo Normativa Conjunta
COPAM/CERH n°1/2008. Os padrdes de langamento de efluentes incluem pardmetros como
pH, temperatura, sélidos sedimentaveis, 6leos e graxas, DBO (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) e DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), com limites especificos a serem

seguidos para garantir a sustentabilidade ambiental (COUTO et al., 2019).

Caso o efluente tratado esteja em conformidade com as normas estabelecidas, torna-
se passivel de reutilizacdo em diferentes contextos. Pode ser reintegrado a propria estrutura
da granja, proporcionando uma forma sustentavel de gerenciamento interno. Além disso, se
houver &reas agricolas préximas, o efluente tratado pode ser liberado para uso na irrigacéo,
contribuindo para praticas agricolas sustentaveis e promovendo a reciclagem de recursos
dentro do ciclo produtivo. Essa abordagem alinha-se as diretrizes ambientais, maximizando

a eficiéncia e minimizando o impacto no ecossistema circundante (COUTO et al., 2019).
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5. Material e Métodos
5.1. Comissdo de Etica:

O projeto foi autorizado para execucdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, sob numero de protocolo 259/2023.

5.2. Historia e Funcionamento da Granja
5.2.1. Historico da granja

No decorrer do ano de 2023, um total de 702 amostras foi coletado e submetido a testes
para a deteccdo do IAV. Essas amostras foram coletadas em uma granja de suinos de ciclo
completo localizada no municipio de Urucéania, na regido da Zona da Mata, no estado de
Minas Gerais. A granja abriga aproximadamente 70.000 cabecas e possui unidades de
producéo que abrangem todas as fases da criagéo, incluindo machos reprodutores, reposicao,

matrizes, gestacdo, maternidade, creche e terminagéo.

Na granja analisada, os leitdes séo desmamados por volta dos 23 dias e encaminhados
para a creche. Os suinos terminados séo direcionados ao frigorifico da propria granja para o
abate, o qual ocorre em aproximadamente 150 dias quando 0s mesmos alcangam 0 peso
ideal. As marrds de reposicdo provém de outro sitio externo pertencente ao sistema da granja,

onde estdo localizadas as avos. A origem das avos esta vinculada a uma empresa de genética.

Esta fazenda tem enfrentado um histdrico persistente de problemas respiratorios por
aproximadamente quatro anos, impactando todas as categorias de suinos, desde as marras de
reposicdo até as matrizes gestantes, passando pelos animais da maternidade, creche e
terminacdo. Essa situagdo tem resultado em taxas significativas de mortalidade devido a
doencas respiratorias (Figura 4). Especificamente, os problemas respiratérios afetavam os
leitGes na maternidade, a creche (com uma taxa de mortalidade que chegou a 10%), e a fase

de recria.
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Figura 04: Matriz com Dificuldade Respiratoria e Secre¢do Nasal Purulenta. Fonte: Elaborado pela autora

Para enfrentar esse desafio de salde, inicialmente, a fazenda implementou uma
estratégia de vacinacdo com uma vacina comercial inativada contra a linhagem pH1N1. Essa
estratégia envolveu uma vacinagdo em massa de todas as categorias da granja por 10 meses
consecutivos, com intervalos de 4 meses entre cada ciclo, visando proporcionar protecdo

tanto individual quanto coletiva.

No entanto, diante da persisténcia dos casos de influenza na granja, nos ultimos trés
anos, a fazenda decidiu adotar a utilizagdo de uma vacina autégena contra pH1N1, H3N2 e
H1 sazonal humano em sua populacao de suinos. Os leitdes recebem duas doses: a primeira
aos 21 dias de idade e a segunda aos 42 dias. As marras de reposicao sdo submetidas a duas
doses, administradas com um intervalo de quatro semanas entre a primeira e a segunda. Além
disso, as matrizes prenhas sdo vacinadas duas vezes, a primeira dose administrada aos 70

dias de gestacdo, seguida pela segunda dose aos 90 dias de gestacgéo.
5.2.2. Sistema de tratamento da agua de reuso da granja

O sistema de tratamento de efluente da granja estudada, representa uma estratégia
abrangente e eficiente para gerenciar os residuos gerados pela criacdo de suinos. Este sistema
desempenha um papel crucial na gestdo ambiental responsavel dos residuos e na promocao

da sustentabilidade.

A estrutura de producéo da granja é composta por um sistema integrado que abrange
a criagdo, com as instalacbes dos suinos, abate e industrializagdo de suinos (frigorifico).
Existem dois tipos distintos de efluentes gerados: um proveniente do frigorifico e outro da

granja. O efluente do frigorifico passa por tratamento na ETEI — Estacdo de Tratamento de
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Efluente Industrial, onde o lodo é removido por meio de processos fisico-quimicos. A agua
residuaria resultante desse processo € direcionada para a granja de suinos. O efluente da
granja de suinos é conduzido a um grande tanque coletor, onde ocorre a homogeneizacao e,
em seguida, € dosado para a peneira. Nesse ponto, a parte solida peneirada € encaminhada
para compostagem, enquanto a parte liquida é direcionada para o biodigestor.

O liquido proveniente do biodigestor € misturado com a agua residuaria do frigorifico
e segue para a proxima etapa. Esses efluentes, conttm uma quantidade significativa de
matéria organica e outros poluentes. Nessa segunda etapa, o efluente € recebido em uma
grande lagoa intermediaria que permite o armazenamento temporario dos efluentes e o inicio
do processo de tratamento. O efluente percorre dois caminhos: uma parte é destinada a
fertirrigacdo de areas de pastagens, capineiras e lavoura de milho, enquanto a outra parte

segue para o tratamento de reuso.

A ETRA (Estacdo de Tratamento para Reuso de Agua) da granja desempenha um
papel essencial ao receber o efluente, proveniente tanto do frigorifico quanto da granja para
o tratamento bioldgico. Sua capacidade de tratamento varia de 80 a 120 metros cubicos por
hora, dependendo do grau de qualidade exigido na saida, o que esta diretamente relacionado
a finalidade do reuso da 4gua. Com base na qualidade necesséaria, controla-se o volume de
tratamento. A ETRA opera 24 horas por dia, durante os 365 dias do ano, garantindo um

tratamento continuo.

Posteriormente, o efluente é bombeado para a ETRA, que desempenha um papel
essencial na purificacdo e condicionamento dos efluentes. Na ETRA, ocorrem processos
fisico-quimico, para separar sedimentos e remover coloides e minerais, tornando o efluente
mais adequado para tratamento posterior. O principio fundamental do tratamento baseia-se
na técnica de "Flotacdo", para a qual sdo utilizados produtos quimicos, tanto organicos
guanto inorganicos. Isso inclui coagulantes, como cloreto ferrico, sulfato ferroso, taninos,
entre outros; floculantes, que podem ser anidnicos, cationicos, idnicos ou ndo ibnicos; e
alcalinizantes, como soda, barrilha e leite de cal. O uso adequado desses produtos permite a

coagulacao e floculacdo, que aglutina toda a matéria organica e outros componentes.

Antes de atingir o reator bioldgico, o efluente passa por lagoas de equalizacdo,
responsaveis por armazenar e dosar o efluente de forma a garantir a concentragdo e o volume

ideais para o tratamento bioldgico subsequente. O reator bioldgico, também conhecido como
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lagoa aerobia, é onde ocorre a degradagdo da matéria organica (Figura 5). O efluente tratado
é entdo encaminhado para o decantador, onde as particulas sedimentaveis sao separadas do
liquido. E crucial destacar que, nesse sistema, a eficiéncia é maximizada gracas ao ciclo de
recirculacdo dos materiais sedimentados ou decantados, que retornam ao reator bioldgico.
Isso otimiza a degradacédo dos residuos organicos.

O sistema prossegue com um decantador secundario, onde o liquido sobrenadante,
com uma baixa quantidade de solidos em suspensdo, é direcionado para uma lagoa de
polimento. A lagoa de polimento tem a funcdo de remover quaisquer residuos
remanescentes, assegurando que o efluente tratado cumpra os padrdes ambientais
estabelecidos. A agua tratada e clarificada é retirada pelo fundo por meio do transbordo
lateral. Essa agua tratada € direcionada para dois tanques receptores de 25.000 litros cada e,
posteriormente, para a lagoa aeradora, de onde é transferida para os tanques de
armazenamento (Figura 5). A partir desses tanques, a 4gua é bombeada para as caixas

distribuidoras, onde fica pronta para o reuso.

Figura 05: Estagdo de Tratamento de Efluentes (ETRA). A) Reator biolégico. B) - Lagoa para armazenar a

agua de reuso depois do tratamento. Fonte: Elaborado pela autora

A &gua tratada, resultado de todo esse processo, é reutilizada em diversas atividades
da granja, como lavagem de baias dos galpdes, jardinagem, banho de suinos destinados ao
frigorifico, lavagem de pisos, entre outras. 1sso ndo s6 reduz o desperdicio de agua, mas
também minimiza o impacto ambiental, pois a dgua é reaproveitada de maneira eficaz.

Além disso, o sistema conta com tanques receptores de lodo, que coletam e secam 0s
residuos sélidos resultantes do processo de tratamento. A granja mantém um controle

rigoroso da qualidade da dgua tratada, com um galpao equipado com painéis de controle para
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a injecdo de produtos quimicos, monitoramento do pH e outros pardmetros essenciais para
garantir a eficacia do tratamento. A Figura 6 ilustra de forma abrangente todo o processo de
tratamento da ETRA.
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Figura 06: Representacdo da estacdo de tratamento para reuso de agua da granja estudada. 1- Biodigestor; 2-
Lagoas que antecedem o reator bioldgico e servem para armazenar e dosar o efluente. 4- Lagoa aerdbia ou
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5.2.3. Agua de consumo dos animais

A agua fornecida para os suinos beberem provém de uma fonte subterrdnea a uma
profundidade de 80 metros. Essa dgua é armazenada em reservatérios de agua, que sdo
tanques de ago inoxidavel, antes de ser disponibilizada para os suinos. N&o é realizado
tratamento com a 4gua antes de fornecé-la aos animais, sendo a 4gua subterranea considerada

adequada para consumo direto.

5.3. Coleta e Processamento das Amostras
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5.3.1. Coleta das amostras

Ao longo do ano de 2023, conduzimos trés fases de coleta de amostras: a primeira
ocorreu em fevereiro, a segunda em abril e a terceira em agosto. Na primeira coleta, foram
coletadas 289 amostras de suabes retais e nasais, com o intuito de detectar a presenca do
virus, além de 141 amostras de soro, para analise soroldgica. As amostras foram coletadas
em diferentes categorias na granja, como de marrds, matrizes gestantes em diferentes
estagios de gestacdo, abrangendo os setores de maternidade, creche, recria e terminacao.
(Tabela 1). A segunda coleta, concentrou-se em amostras ambientais, totalizando 13
amostras (Tabela 2). Na terceira visita, coletamos 200 amostras de suabes retais e nasais de
leitGes de diferentes dias de nascimento (1 dia; 10 dias; 20 dias) na maternidade e 59

amostras de leite e colostro de matrizes lactentes (Tabela 3).

Tabela 01: Numero de amostras coletadas de suabe nasal, suabe retal e soro em diferentes categorias de

suinos durante as duas coletas de 2023.

CATEGORIA SUABE SUABE SORO DATA DA
NASAL RETAL COLETA
Leitoas chegada 10 10 10 FEV. 2023
Leitoas flushing 10 10 10 FEV. 2023
Gestantes 45 dias 10 10 10 FEV. 2023
Gestantes 90 dias 10 10 10 FEV. 2023
Gestantes 114 10 10 10 FEV. 2023
dias
Lactantes 20 dias 9 9 10 FEV. 2023
Leitdo 1 dia 33 33 - AGO0.2023
Leitdo 10 dias 33 33 - AGO0.2023
Leitdo 20 dias 34 34 - AGO0.2023
Leitdo 23 dias 10 10 10 FEV. 2023
Leitdo 35 dias 11 11 11 FEV. 2023
Leitdo 45 dias 15 15 15 FEV. 2023
Recria 60 dias 15 15 15 FEV. 2023
Terminacdo 100 10 10 10 FEV. 2023
dias
Terminacdo 130 10 10 10 FEV. 2023
dias
Terminacdo 150 14 15 10 FEV. 2023
dias
Total 244 245 141 -
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A selecdo dos suinos para a coleta baseou-se na presenca de sintomas clinicos
caracteristicos da gripe em suino, tais como tosse, espirros, perda de peso, prostracdo e
diarreia. Para a coleta de secrecdo nasofaringea, foram utilizados suabes com ponta rayon
em fibra sintética, com aproximadamente 15cm de comprimento. Os suabes foram
previamente umedecidas em uma solucdo de transporte composta por solucdo salina
tamponada com fosfato 1x (PBS), em seguida, foram introduzidos suavemente nas narinas
dos animais, seguindo a direcdo dorso-medial ao longo do septo nasal. Foi realizado um
movimento circular com o suabe para garantir a cobertura da maior parte da superficie da
mucosa nasal. Para a coleta de fezes dos animais foram utilizados suabe sintéticos com 15
cm de comprimento. Os suabes foram umedecidos em PBS 1X e em seguida introduzidos
suavemente no reto dos animais, seguindo uma dire¢do caudo-cranial acompanhando a
regido do reto, conforme procedimento descrito por SCHAEFER (2013) (Figura 7). Apés a
coleta, os suabes foram diluidos em 3 ml de solugdo PBS suplementado com 1% de

antibidtico (10,000 units/mL de Penicilina + 10,000 pg/mL de Estreptomicina).

Figura 07: Processo de Coleta de Amostras no Ambiente da Granja. A) Coleta do efluente bruto na saida do
galpao da maternidade; B) coleta do suabe retal nos leitdes da maternidade; C) limpeza do Ubere das matrizes;

D) Coleta de leite. Fonte: Elaborado pela autora
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Para coleta de sangue e obtencéo de soro, foram utilizados seringas de 10 mL e agulhas
descartaveis e estéreis; para leitbes de creche, agulhas com tamanho de 25 x 8 ou 25 x 10 e
para suinos em crescimento e terminacao, foram utilizadas agulhas 40 x 12 ou 40 x 16.
Durante o procedimento, os suinos foram devidamente contidos, para garantir seguranga e

conforto e o sangue foi coletado da fossa jugular direita (SCHAEFER et al., 2013).

A coleta das amostras ambientais envolveu a obten¢do de 500 mL de efluente bruto
da saida do galpdo, agua de reuso (efluente submetido a tratamento biologico) e agua de
consumo dos animais (Figura 7). Apds a coleta, realizou-se a avaliacdo imediata do pH de
cada amostra. Todas essas amostras foram devidamente armazenadas em frascos estéreis,

seguindo o procedimento descrito em Wolfe (2022).

Tabela 02: Quantidade e Tipos de Amostras Ambientais Coletadas

TIPO DE DATA DA UANTIDADE
AMOSTRA LOCAL DE COLETA COLETA ° COLETA
) Lagoas que servem de

Agua de reuso reservatério da agua de ABR.2023 1

reuso
Agua de reliso Galpdo da gestacdo ABR.2023 1
Agua de retiso Galpdo da creche ABR.2023 1
Agua Ta”qzzgetga”;agzrzz?;“e”to ABR.2023 1
Agua Chupeta maternidade ABR.2023 1
Efluente Galpéo das leitoas de chegada ABR.2023 1
Efluente Galpédo terminacéo 150 dias FEV. 2023 1
Efluente Frigorifico pés_-tratamento ABR.2023 1
quimico

Efluente Galpéo da creche ABR.2023 1
Efluente Galpédo da maternidade 1 ABR.2023 1
Efluente Galpéo da maternidade 2 AGO0.2023 1
Efluente Galpdo da maternidade 3 AGO.2023 1
Efluente Galpédo da maternidade 4 AGO.2023 1
TOTAL 13

Apds a administragdo de 10 Ul de ocitocina por via intravenosa na veia auricular,
utilizando uma agulha de calibre 20 x 1,5 polegadas. Na primeira etapa de coleta, foram

obtidas 23 amostras, compostas por 7 amostras de colostro e 16 de leite. E importante
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ressaltar que, durante esse processo nao foi realizada a devida higienizagdo dos Uberes das
matrizes. Na segunda fase de coleta, foram obtidas aproximadamente 36 amostras,
consistindo em 10 amostras de colostro e 26 de leite. Diferentemente da coleta anterior,
durante este processo adotamos uma pratica de higienizacdo rigorosa dos Uberes das matrizes
com a higienizacdo das tetas com lengo umedecido e alcool 80%, com o intuito de remover
quaisquer sujidades (MARTINS et al., 2007) (Figura 7). Cerca de 20 mL de leite e colostro
foram manualmente coletados de cada fémea a partir do "pool” de tetas funcionais, conforme
descrito por Martins (2007). As amostras foram posteriormente homogeneizadas e
armazenadas em duplicata em recipientes estéreis a uma temperatura de -80°C para analises

posteriores.

Tabela 03: Quantidade e Tipos de Amostras de Leite Coletadas.

TIPO DE QUANTIDADE DATA DA
AMOSTRA DE AMOSTRA COLETA
COLOSTRO 7 JUNHO/2023

LEITE 16 JUNHO/2023
COLOSTRO 10 AGOSTO/2023
LEITE 26 AGOSTO/2023

TOTAL 59

5.3.2. Recuperagao e concentracdo das amostras ambientais

Para amostras de agua, por apresentarem concentracdes virais relativamente baixas,
optamos pelo método de filtragdo em membrana eletronegativa para a concentracao do virus.
A retirada de virus de matrizes aquéticas € efetuada por meio da adsor¢do em um filtro de
membrana, seguida pela recuperacao por eluicao, processo denominado eluicdo por adsor¢ao
de virus (VIRADEL) (CORPUZ et al., 2020; ABREU et al., 2022). Quando utilizamos esse
método, € necessario acidificar a amostra com &cido acético (1M) até atingir um pH entre 3
e 3,5. Essa acidificacdo induz a protonacdo do capsideo da proteina, invertendo a carga
elétrica na superficie viral. Na etapa seguinte, 100 ml das amostras de dgua passam por esse
filtro de membrana de carga eletronegativa HAWP04700 de éster de celulose, com poros de
0,45um e didmetro de 47mm (MILLIPORE, Darmstadt, Alemanha). Os virus com carga
positiva sdo, entdo, retidos na superficie devido a atragdo eletrostatica entre as particulas
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virais e a membrana. Apds o processo de filtracdo, a membrana foi removida e a extragdo
foi realizada utilizando kit especifico (LOPES et al., 2022; CHERNICHARO et al., 2021).

A deteccdo do VRNA do 1AV é mais comum na fracdo sélida do que na fracao liquida
nas aguas residuais de humano (WOLFE et al., 2022). Portanto, nas amostras de efluente e
agua de reuso, nao realizamos nenhum processo de filtragem. Dessa forma, coletamos o
efluente bruto e 4gua de reuso diretamente das granjas para a subsequente extracdo do RNA

viral.

5.3.3. Curva de eficiéncia de amplificagéo do RT-gPCR

Foi conduzida uma curva padrdo para avaliar a eficiéncia de amplificacdo da reacdo
RT-qPCR para a triagem das amostras, utilizando os primers para a detec¢do da proteina M
do virus influenza A, conforme descrito por ELLIS & CURRAN (2001), juntamente com a
sonda descrita por TERRIER (2011).

Para elaborar a curva de eficiéncia de amplificagdo na PCR quantitativa, foram
realizadas reacdes utilizando um isolado do virus pH1N1, proveniente de pulméo de animal
com sinais clinicos respiratdrios, originario de granja suina brasileira (RAJAO et al., 2013).
A curva-padrdo abrangeu aproximadamente cinco pontos, sendo cada ponto executado em

triplicata em uma diluicdo de uma série de diluicdo padrdo de 10 vezes.
5.3.4. Extracao e deteccédo do genoma viral

O RNA viral foi extraido das amostras de suabe nasal e suabe retal utilizando o Mini
kit de RNA viral QlAamp (Qiagen), e para as amostras ambientais e amostras de leite foi
utilizado o AllPrep DNA/RNA Micro Kit (Qiagen), de acordo com as normas do fabricante.
Os extraidos foram armazenados a -80°C, até o momento do uso.

As amostras de aguas residuais brutas, demonstram maior turbidez, s6lidos suspensos
e concentracdes de matéria organica. Além disso, os efluentes contém concentracdes
elevadas de compostos inibidores de reaces de qPCR, tais como acidos humicos, fulvicos
e metais pesados. Essas caracteristicas impactam diretamente na precisdo da deteccdo de
virus nessas amostras (PRADO et al., 2019).

Com o objetivo de reduzir a presenca de possiveis inibidores, todas as amostras

extraidas de suabe retal, amostras ambientais e de leite (n = 317) foram submetidas a triagem
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para a deteccdo da proteina M do 1AV, utilizando dilui¢des de acidos nucleicos de 10 e 100

vezes em uma solucdo de aguas UltraPure DNase/RNase-Free.

Em seguida, submeteram-se essas amostras diluidas aos testes de deteccéo da proteina
M do IAV por RT-gPCR (Triagem), conforme descrito por ELLIS & CURRAN (2001). Foi
utilizado o SuperScript™ I1I Platinum™ One-Step QRT-PCR Kit w/ROX (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) para a transcricdo reversa e amplificacdo do genoma viral. Todas as
etapas foram executadas no sistema QuantStudio 1 Real-Time PCR. O volume total da
reacao foi de 25 pl para cada reacao, contendo 2 ul de RNA extraido, 0,4 uM de cada primer,
0,2 uM de sonda, 0,5 uM de ROX Dye, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgSOs e 1 pL
de SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq Mix.

A configuracdo térmica adotada compreendeu um ciclo Unico de transcri¢do reversa
com duragdo de 30 minutos a 50 °C, seguido por 2 minutos a 95 °C para inativacdo da
transcriptase reversa e ativacdo da DNA polimerase. A amplificacdo do cDNA ocorreu ao
longo de 45 ciclos, com desnaturacéo a 95 °C por 15 segundos e anelamento a 55 °C por 30
segundos. As etapas de ciclagem foram conduzidas conforme as instrugdes fornecidas pelos
kits utilizados. Foram consideradas como positivas as amostras que apresentaram uma curva

sigmoide caracteristica e alcangcaram valores de ciclo de limiar atingindo o0 maximo de 40.

As amostras positivas para IAV foram subtipadas com o ensaio nested RT-PCR para
a amplificacdo da HA do IAV (FRAIHA et al., 2021) utilizando SuperScript™ III One-Step
RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA). O volume final da reacdo foi de 25 pul para cada reacdo contendo 2 ul de RNA extraido,
0,4 UM de cada primer, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgSOs e 1 pL da SuperScript™
III RT/Platinum™ Taq Mix.

O perfil térmico compreendeu um ciclo Unico de transcrigcdo reversa por 30 minutos a
50 °C, seguido de 2 minutos a 95 °C para inativacao da transcriptase reversa e ativagdo da
DNA polimerase. A amplificagdo do cDNA foi realizada ao longo de 40 ciclos, incluindo
desnaturacéo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 50 °C por 30 segundos para 0s primers
da H1 e 52 °C para 0 H3, extensdo a 68 °C por 1 minuto e extensdo final de 5 minutos a 68
°C. As etapas de ciclagem foram conduzidas conforme as instrucdes fornecidas pelos kits

utilizados.
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Para a transcricdo reversa e amplificacdo do genoma e na segunda reacao foi utilizado
Platinum™ Tag DNA Polimerase Brasil (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Um
microlitro da primeira reacdo de RT-PCR foi usado como molde para a segunda reacédo de
PCR. A segunda reacdo foi realizada em 25 pL total da reagdo contendo 0,5 pM de cada
primer, 1,5 mM de MgClz, 200 uM de cada dNTP e 3U de Taq DNA polimerase.

O perfil térmico da segunda reacao envolveu um unico ciclo de 2 minutos a 95 °C para
ativar a Tag DNA polimerase. A amplificacgdo do DNA ocorreu ao longo de 40 ciclos,
compreendendo desnaturacdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 52 °C por 30 segundos
para os primers pH1N1 e H3N2, e a 55 °C para 0 H1hu, seguido de extensédo a 72 °C por 1
minuto, com uma extensdo final de 5 minutos a 72 °C. As etapas de ciclagem foram

conduzidas conforme as instrucdes fornecidas pelos Kits utilizados.

No processo de analise das amostras positivas para IAV, foi conduzida a subtipagem
utilizando o ensaio RT-PCR, focado na amplificacdo da NA do virus para identificacdo dos
subtipos N1 e N2 (CHOI et al., 2002). Utilizamos o SuperScript™ III One-Step RT-PCR
System with Platinum™ Taq DNA Polymerase, com um volume total de reagdo de 25 pl
para cada amostra. Cada reagdo incluiu 2 pl de RNA extraido, 0,4 uM de cada primer, 200
MM de cada dNTP, 1,5 mM de MgSO4, com 1 uL do mix SuperScript™ III RT/Platinum™
Tag. O protocolo de amplificagdo de DNA consistiu em uma etapa inicial de transcrigéo
reversa a 45 °C por 30 minutos por 2 minutos a 94 °C para inativacdo da transcriptase reversa
e ativacdo da DNA polimerase, seguida por 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30
segundos, anelamento a 60 °C por 45 segundos e extensdo a 68 °C por 45 segundos. A etapa

final da PCR foi concluida com uma extensdo a 68 °C por 5 minutos.

Os amplicons foram submetidos a analise por eletroforese em gel de agarose a 2%,
corados com brometo de etidio e examinados sob luz ultravioleta (UV) para visualizar 0s

resultados.

Os primers utilizados na reacdo de RT-qPCR para a triagem das amostras de suabe
retal, suabe nasal, leite e amostras ambientais e de subtipagem estdo detalhados nas Tabela
4.
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amostras de suabe retal, suabe nasal, leite e amostras ambientais.
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~ . TIPO/SUB - s as TAMANHO
REACAO o0 PRIMERS SEQUENCIA (5°-3°) (op)
1?Reagcio/ FW1H1 AGCAAAAGCAGGGGAAAAYA! 5165
H1 RV1H1 CCCCATAGYAYRAGGACTTC! P
22Reagio/ FW2HIPDM CCAATCATGACTCGAACAAC! 159
HINlpdm RV2H1PDM ATAGCACGAGGACTTCTTTCT!? P
. FWZHIDEL GCGTTGCCGGATGGATCTTA!
RT-PCR 2°Reacao/ TA 303bp
Hihu RVZ_'?Q‘\DE" ACAGACCATTCTTCCCCGTCA!
12Reagcdo/ FW1H3 ATATGTTCAAACGTCAGGGAGA! 544
H3 RV1H3 GTCGATTGCTGCTTGAGTGC! P
22Reacio/ FW1H3 ATATGTTCAAACGTCAGGGAGA!L
H3N?2 RV2H3 TTCCCATTTGGAGTGACGCAL 279bp
N1F GGT TCC AAA GGA GAC ATT TTT G?
Reacdo/ N1 754pb
N1R CTA TCC AAA CAC CAT TGC CAT A2
N2F TGC GAT CCT GAC AAG TGT TAT C?
Reacgdo/ N2 502pb
N2R CAG ACA CAT CTG ACA CCA GGA T?

RT-

AM Forward GAGTCTTCTAACMGAGGTCGAAACGTA?

gPCR Influenza A AM Reverse

AM Probe

GGGCACGGTGAGCGTRAA?

JUN- TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA- QSY*

Fonte: 1 FRAIHA et al., 2019; 2CHOI et al., 2002; 3ELLIS et al., 2001; * TERRIER et al., 2011.

5.4. lIsolamento do virus

Para avaliar a viabilidade do virus, amostras de suabe nasal, retal e efluente positivas

para 1AV foram diluidas (diluicdo 1:3) em solucdo salina tamponada com fosfato,

concentrada 1 vez (PBS 1X, pH 7.4), suplementado com 1% de antibidtico (penicilina

10.000 UI/mL e estreptomicina 10. 000ug/mL) e filtradas utilizando filtros 0,22 pm. Foram

inoculadas 200 pL de cada amostra filtrada em ovos embrionados de galinha com 10 a 11

dias de incubacdo na regido da cavidade alantoide. A maioria dos 1AV se replica

eficientemente nesse ambiente, tornando os ovos um substrato ideal para a amplificagao viral

de amostras de campo. Apos incubacdo a 37°C durante trés dias, o liquido alantdide foi
coletados. (EISFELD et al., 2014).
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Para as passagens seguintes, empregou-se a linhagem celular MDCK CCL34 (rim
canino Madin-Darby). As células MDCK foram cultivadas a 37 °C e 5% de CO2 em meio
Eagle modificado por Dulbecco completo (DMEM; SIGMA), contendo 1 mM de piruvato
de sodio, 4,5 mg/ml de L-glicose, 100 U/ml de penicilina ¢ 100 pg/ml de estreptomicina, e
suplementado com 5% de soro fetal bovino (KRAUSS et al., 2012; MACHADO et al.,
2010).

Para a inoculacdo, as células foram cultivadas até atingirem cerca de 80-90% de
confluéncia (3 x 1075 células) em meio de infeccdo composto por DMEM suplementado
com 0,5% de albumina de soro bovino (BSA) e TPCK-tripsina na concentragdo 1:1.000. Em
seguida, 500 pL de cada amostra da passagem anterior foram inoculados na monocamada
celular. Apos a inoculacao, as garrafas foram incubadas a 37 °C com 5% de CO; e uma
avaliacdo diaria microscopica foi conduzida para observar efeitos citopaticos (ECP), como
arredondamento celular e desprendimento da superficie de crescimento, ao longo de 3 a 5
dias. Quando >90% das células se separaram da monocamada, o meio foi clarificado por
centrifugacdo para sedimentar os detritos celulares (3.200 g a 4 °C por 10 minutos), e 0
sobrenadante foi coletado e as aliquotas restantes foram congeladas a -80 °C (KRAUSS et
al., 2012; MACHADO et al., 2010).

5.5.  Sequenciamento

As amostras que apresentaram efeito citopatico foram extraidas e submetidas ao
protocolo adaptado de amplificacdo dos segmentos HA e NA do genoma viral descrito por
Hoffmann (2001). Foram utilizados o Kit SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with
Platinum™ Taq DNA Polymerase (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) transcri¢cao
reversa e amplificagdo do cDNA. O volume total de reacédo foi de 50 pul para, contendo 10 pl
de RNA extraido, 0,6 UM de cada primer, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgSOs e 2 pL
da SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq Mix (Tabela 5).

As fases de ciclagem foram ajustadas com base nas orienta¢des dos kits empregados,
seguindo também o protocolo descrito por HOFFMANN (2001). Um ciclo unico de
transcricao reversa foi realizado por 60 minutos a 50 °C, seguido por 2 minutos a 94 °C para
inativacdo da transcriptase reversa e ativacao da DNA polimerase. A amplificacdo do cDNA

ocorreu ao longo de 40 ciclos, abrangendo desnaturacdo a 94 °C por 20 segundos,
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1280  anelamento a 58 °C por 30 segundos para HA e 52 °C para NA, extensédo a 68 °C por 7

1281  minutos, com uma extensdo final de 5 minutos a 68 °C.

1282 Tabela 05: Pares de primers empregados na amplificagdo dos genes NA e HA dos isolados.
GENE PRIMERS SEQUENCIA (5’-3°) TA“{'&';]HO
Bm-HA-1 TATTCGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGGG
Forward
HA Bm-NS- 1778bp
890R ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT
Reverse
Ba-NA-1
TATTGGTCTCAGGGAGCAAAAGCAGGAGT
Forward
NA Ba-NA- 1413bp
1413R ATATGGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGAGTTTTTT
Reverse
1283
1284 Fonte: HOFFMANN et al., 2001
1285 Os amplicons passaram por analise eletroforética em gel de agarose a 1%, corado com

1286  brometo de etidio e inspecionado sob luz ultravioleta (UV) para a visualizagdo. Os
1287  fragmentos correspondentes a HA e NA foram isolados e purificados utilizando o kit
1288  NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (MACHEREY-NAGEL) , conforme instrugbes do
1289  fabricante.

1290 Os amplicons purificados foram sequenciados por eletroforese capilar, de acordo com
1291 instrucdes do kit Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing, em equipamento ABI 3730
1292 (Applied Biosystems, EUA). As reacdes de sequenciamento foram realizadas em triplicata,
1293 em ambas as direcOes, utilizando os primers especificos (forward e reverse) descritos
1294  anteriormente (Tabela 06). Os dados das sequéncias de nucleotideos foram analisados e
1295  montados usando a ferramenta SnapGene 6.1.1. e, posteriormente, sequéncias referéncia
1296  dos genes de HA e NA foram obtidas do National Center for Biotechnology Information
1297  (NCBI) conforme TOCHETTO et al (2023), JUNQUEIRA et al (2023) e NELSON et al
1298  (2015), para sequéncias brasileiras de origem suina, e ANDERSON et al (2016) e CHANG
1299 et al (2019) para sequencias norte americanas de origem suina. O alinhamento das
1300  sequéncias de cada segmento foi realizado pelo MAFFT v7.471 (KATOH E STANDLEY,
1301  2013) utilizando o0 método de global-pair com ajuste de direcdo seguida de corre¢cdo manual
1302  pelo programa Aliview v1.28 (Uppsala,SE) (LARSON,2014). As arvores filogenéticas
1303  foram construidas pelo método de méaxima verossimilhanca pelo 1Q-TREE2 (v.2.1.3)
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(MINH et al, 2020), sendo a arvore de HA construida utilizando o modelo GTR+F+I1+G4 e
a de NA utilizando TiM2 +F +I + G4, conforme recomendacdes de
KALYAANAMOORTHY et al (2017). O método de ultrafast Boostrap foi aplicado com
1000 réplicas (HOAND et al., 2018). A visualizacdo gréfica final das &rvores foi gerada pela
ferramenta online ITOL (LETUNIC E BORK, 2019).

5.6.  Analises sorolégicas

Foram examinadas 141 amostras de soro para deteccdo de anticorpos neutralizantes
por meio da técnica de Inibicdo da Hemaglutinagdo (HI) contra as linhagens brasileiras
H3N2, pH1N1 e H1lhu de IAV de origem suina, previamente caracterizados (FRAIHA et al.,
2021). O protocolo utilizado seguiu as diretrizes estabelecidas pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS, 2002).

Os soros dos animais foram inativados a 56°C por 30 minutos e sujeitos a tratamento
com Caolin 20 % para reduzir possiveis inibidores da hemaglutinacdo presentes no soro. No
teste de Inibicdo da Hemaglutinacao (HI), foram empregadas hemécias de peru diluidas a
1% em PBS 1x. O soro tratado foi diluido em PBS na placa de 96 pogcos com fundo em V,
comecando com a primeira dilui¢do 1:20, considerada negativa, seguida pelas dilui¢des 1:40

até a diluicdo 1:2560, consideradas positivas.

6. RESULTADOS

6.1. Avaliacdo da Eficiéncia de Amplificacéo

O coeficiente de determinacéo (R?2) atingiu 0,996 , enquanto a inclinacdo da reta (slope)
foi de -3,757. A eficiéncia de amplificacdo, calculada em 84,564 %, ressalta a capacidade
consistente da reacdo em amplificar eficientemente o alvo desejado ao longo dos ciclos de
PCR (Figura8). O limite de detec¢éo (LOD), foi estabelecido em Ct de 40, tanto em amostras

de suabe nasal, retal e amostras ambientais.
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Standard Curve Plot
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Target: Target 1  Slope: -3.757 R* 0996 Y-Inter: 40.898 Eff%: 84564 Ermor: 0.071

Figura 08: Analise de Regressdo Linear entre os Valores de CT e Dilui¢des do RNA do Virus pHIN1. A série
de diluicBes padrdo segue uma escala decrescente da esquerda para a direita, iniciando com a maior
concentracdo do padrdo. A linha horizontal que atravessa todas as curvas representa o limiar para o ciclo de

quantificagdo (Cq). Fonte: Software QuantStudio 1 Real-Time PCR System
6.2. Taxa de deteccéo das amostras de secrecdo nasal e fezes

Das 244 amostras de suabe nasal coletadas das diversas categorias da granja, 67
(67/244 - 27%) foram positivas para IAV. As categorias com maior incidéncia de animais
positivos foram: Matrizes com 20 dias de lactacédo, registrando 7 amostras (7/9 — 77%);
Matrizes com 45 dias de gestacdo, com 7 amostras (7/10 — 70%); Matrizes com 90 dias de
gestacgéo, apresentando 5 amostras (5/10 — 50%); Leitdo na creche com 23 dias de idade,
com 5 amostras (5/10 — 50%); Leitdo na maternidade com 20 dias de idade, contabilizando
16 amostras (16/34 — 47%) (Figura 9). Notavelmente, os animais terminados de 100, 130 e

150 dias ndo apresentaram nenhuma amostra positiva (Tabela 6).

No que diz respeito ao suabe retal coletado das 245 amostras, 54 (54/245- 22%) foram
positivas para IAV. Entre as categorias que apresentaram maior positividade: Leitdes na
creche com 23 dias de idade registraram 6 amostras (6/10 — 60%); Animais terminados de

150 dias apresentaram 7 amostras (7/15 — 47%); Animais na fase de recria com 60 dias de
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idade totalizaram 6 amostras (6/15 — 40%); Animais na fase de termina¢do com 100 e 130
dias, cada categoria com 4 amostras (4/10 — 40%). Notavelmente, matrizes com 20 dias de
lactacdo e matrizes com 45 dias de gestacdo ndo apresentaram nenhuma amostra positiva
(Figura 9).

Das 121 amostras positivas de suabe retal e nasal, 18 (18/121 - 15%) foram positivas
tanto na secrecdo nasal quanto nas fezes. As categorias que apresentaram o maior himero
de amostras positivas em ambos os tipos de amostras foram: LeitGes na creche com 35 dias
de idade, com 3 amostras (3/8 — 37%); Leitoas de reposicéo, registrando 2 amostras (2/6 —
33%); Leitdes na creche com 23 dias de idade, com 3 amostras (3/11 — 27%); Leitdes com
45 dias de idade, com 2 amostras (2/8 — 25%) (Figura 9).
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Figura 09: Distribuicdo da positividade de amplificacdo de RNA do Influenza A por RT-gPCR em Amostras

de suabe nasal e retal de diferentes categorias.
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Tabela 06: Distribuicdo de amostras positivas de suabe nasal e retal para Influenza A - Valores totais e

percentuais por categoria na granja.

POSITIVOS POSITIVOS POSITIVO
CATEGORIA  SUABE SUABE NASAL +
NASAL RETAL RETAL
Leitoas o o 0
chegada 3/10(30%)  3/10(30%)  2/6 (33%)
Leitoas o o 0
flushing 0(0%) 3/10 (30%) 0(0%)
Gestantes 45 /16 (70%) 0 (0%) 0(0%)
dias
Ge“gir::s O 5i10(50%  2/10(20%) 17 (14%)
GeSt%?;ess U4 4n0(a0%)  2/10(20%)  1/6 (17%)
LaCtgir:seS 20 /5 (77%) 0(0%) 0(0%)
Leitdo 1dia  3/33(9%)  2/33 (6%)  1/5 (20%)
Leitio 10 dias  7/33 (21%)  2/33 (6%) 0(0%)
Leitdo 20 dias  16/34 (47%)  5/34 (15%)  4/21 (19%)
Leitao 23 dias  5/10(50%)  6/10(60%)  3/11 (27%)
Leitdo 35 dias  4/11(36%)  4/11(36%)  3/8 (37%)

Leitdo 45 dias

4/15 (26%)

4/15 (27%)

218 (25%)

Recria 60 dias

2/15 (13%)

6/15 (40%)

1/8 (12%)

Terminagéo . ; ]
100 dias 0(0%) 4/10 (40%) 0(0%)
Terminagdo . . .
130 dias 0(0%) 4/10 (40%)  0(0%)
Terminagéo . . ]
150 dias 0(0%) 7/15 (47%) 0(0%)
Total 67 54 18

6.3. Amostras Ambientais

Entre as 13 amostras ambientais, incluindo agua, efluente e agua de reuso, coletadas
em diversas categorias e locais na granja, identificamos 4 amostras positivas para 1AV,
representando uma taxa de positividade de 31%. Essas amostras positivas incluiram agua de
reuso da lagoa de reservatorio, agua de reuso utilizada no galpdo de gestacdo, efluente
coletado do galpdo de terminagdo dos animais de 150 dias e o efluente do galpdo da

maternidade 3.
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As analises de pH das amostras de efluente bruto, agua de reuso e dgua de consumo
dos animais revelaram valores préximos a neutralidade, variando entre 6,50 e 8,0. Destaca-
se que as amostras de agua de reuso exibiram um pH mais alcalino em comparagdo com as

demais amostras (Tabela 7).

Tabela 07: Amostras Ambientais Positivas e Valores de pH.

TIPO DE LOCAL DE
AMOSTRA COLETA Valor de Ct Valor de pH
Lagoas que
< servem de
Agua de reuso reservatorio da 36.758 7.8
agua de reuso
Agua de reuso Galpao da 36.589 7.9
gestacao
< Galpdo da .
Agua de reuso creche Indeterminado 8
Tanque de
Agua armazenamento | qeterminado -
para toda
granja
" Chupeta .
Agua maternidade Indeterminado 7.1
Galpéo das
Efluente leitoas de Indeterminado -
chegada
Galpéo
Efluente terminacdo 150 31.17 7,60
dias
Frigorifico pds-
Efluente tratamento Indeterminado 6,50
quimico
Efluente Galpdo da Indeterminado 7,04
creche '
Efluente Galpgo da Indeterminado 7,27
maternidade 1
Galpdo da .
Efluente maternidade 2 Indeterminado 7,34
Efluente Galpdo da 36.467 7,71
maternidade 3
Efluente Galpao da Indeterminado 7,69

maternidade 4
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6.4. Taxa de deteccdo das amostras de leite e colostro de matrizes lactentes na

maternidade

Das 59 amostras obtidas de leite e colostro das matrizes lactantes na maternidade,
identificamos 12 amostras positivas para IAV, representando uma taxa de 20%. Essas
amostras positivas distribuiram-se entre 3 amostras de colostro (25%) e 9 amostras de leite
(75%) (conforme mostrado na Figura 10). Notavelmente, 75% (9/12) das amostras foram
positivas durante a primeira coleta, sendo 1 amostra de colostro e 8 de leite, enquanto 25%
(3/12) foram identificadas na segunda coleta, compreendendo 2 amostras de colostro e 1 de

leite.

COLOSTRO
25%

Figura 10: Porcentagem de amostras positivas para a amplificacdo do RNA do Influenza A por RT-gPCR

em amostras de leite e colostro.
6.5. Subtipagem de virus influenza A em amostras positivas na triagem

Entre as 146 amostras positivas para 1AV, abrangendo suabe retal, suabe nasal,
ambiental, leite e colostro, um total de 82 amostras passaram pelo processo de subtipagem.
Essa selecdo englobou todas as amostras positivas nas categorias de amostras ambientais,
totalizando aproximadamente 4 amostras, além de leite e colostro durante a triagem,
totalizando cerca de 12 amostras.
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Foram incluidas também amostras que apresentaram
simultaneamente nos suabes retal e nasal, sendo aproximadamente 18 amostras de suabe
retal e 18 amostras de suabe nasal. Além disso, foram consideradas aquelas com valores de

Ct mais baixos, abrangendo 16 amostras de suabe retal e 14 amostras de suabe nasal (Tabela

8).

Tabela 08:Distribuicdo das amostras positivas para os subtipos de influenza pH1IN1, H3N2 e Hlhu em

diferentes categorias de animais, juntamente com o nimero total de amostras testadas em cada categoria. As

amostras estdo agrupadas de acordo com a categoria animal.

CATEGORIA  pHINL H3N2 H1hu
Leitoas 0/4 (0%) 0/4(0%)  0/4 (0%)
chegada
Leitoas 0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2(0%)
flushing
Gestgntes 4 0/0(0%) 0/0 (0%) 0/0(0%)
1as
Gestantes S0 o/a (o%) 0/4(0%)  0/4 (0%)
Coseles Lt asom)  o/a(0%) 04 (0%)
LaCtgi';t:S 20 1/2 (50%) 0/2(0%) 0/2(0%)
Leitdo 1 dia 0/3 (0%) 0/3 (0%) 0/3 (0%)
Leitdo 10 dias  0/4 (0%) 14 (25%)  1/4(25%)
Leitdo 20 dias  0/16 (0%)  8/16 (50%)  1/16 (6%)
Leitdo 23 dias 1/6 (17%) 4/6 (67%) 0/6 (0%)
Leitdo 35 dias 1/6 (17%) 1/6 (17%) 0/6 (0%)
Leitdo 45 dias  0/5 (0%) 2/5(40%)  2/5 (40%)
Recria 60 dias 0/4 (0%) 2/4 (50%) 0/4 (0%)
Terminacgéo
100 dins 0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2(0%)
Terminagéo o o o
130 s 0/2(0%) 0/2 (0%) 0/2(0%)
Terminagéo 0 0 0
150 dins 1/2(50%) 0/2 (0%) 0/2(0%)
Total 6 18 5

resultados positivos
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Apos a andlise de subtipagem das amostras de suabe nasal, constatou-se que foram
subtipadas 32 (32/82-39%) amostras. Dessas, 41% (13/32) foram identificadas como
positivas para H3, 19% (6/32) para H1pdmO09 e 16% (5/32) para H1hu. Por outro lado, nas
amostras de suabe retal, foram subtipadas 34 amostras (34/82-41,5%). Dessas, 9% (3/34)
foram positivas para H3, 18% (6/34) para H1pdmQ9, ndo sendo detectada nenhuma amostra

positiva para H1hu.

Dentre as amostras que foram positivas tanto no suabe retal quanto no suabe nasal, 5%
(2/36) foram positivas para o subtipo H3. Em relacdo a coinfec¢édo, 6% (5/82) das amostras
apresentaram coinfeccao dupla, com 80% (4/5) delas sendo positivas para H3+H1hu e 20%
(1/5) para H1pdmOQ9+H21hu (Figura 11).

Das 4 amostras ambientais subtipadas, identificou-se que uma amostra de agua de reuso da
lagoa de reservatério foi positiva para Hlpdm09, enquanto a agua de reuso utilizada no
galpdo de gestacdo apresentou positividade para H1hu. Em relacdo as 12 amostras de leite e

colostro subtipadas, apenas uma amostra de leite foi positiva para Hlhu (Figura 11).

As seis amostras que apresentaram positividade para H1hu na subtipagem nested RT-
PCR foram posteriormente submetidas a um ensaio de RT-PCR para identificar os subtipos
N1 e N2. Nesse processo, conseguimos realizar a subtipagem de duas amostras provenientes
de suabe nasal. Uma delas foi identificada como H1N1, enquanto a outra revelou uma

coinfeccdo pelos subtipos HIN1 e H3N2 (Figura 11).
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45%

41%

40%
35%
30%
25%
20% 18%

POSITIVOS (%)

25%25%
15%
9%
10%

19%
16%
8%
5%
" I -
o -

Suabe Retal Suabe Nasal Retal + Nasal Ambiental Leite
TIPO DE AMOSTRA

EH3 EHlhu ®H1pdmO09

Figura 11: Porcentagem de Amostras Positivas para os Subtipos Hlhu, H3 e pH1N1 Utilizando a Técnica

de Nested RT-PCR em Diferentes Tipos de Amostras. Fonte: Elaborado pela autora
6.6. Isolamento das amostras positivas

Para o isolamento viral, foram selecionadas trés amostras de suabe retal provenientes
de diferentes categorias, escolhidas com base em seus valores de Ct mais baixos. Destacam-
se a Amostra Animal 10 da categoria de matrizes com 90 dias de gestacdo, a Amostra Animal
1 da categoria de leitdo com 35 dias e a Amostra Animal 7 da terminagéo de 130 dias.

Além dessas amostras, foi realizado o isolamento viral de uma amostra ambiental, mais
especificamente, o efluente proveniente do galpdo dos animais de 150 dias, que apresentou
o Ct mais baixo. Cada amostra passou por 6 a 7 passagens para visualizar possiveis efeitos
citopaticos (ECP), como arredondamento celular e desprendimento da superficie de

crescimento.

Na inoculacdo da amostra de suabe retal proveniente da matriz com 90 dias de
gestacdo, os ECPs comecaram a se evidenciar a partir da quinta passagem de forma mais
lenta, atingindo 30% de efeito em 96 horas ap6s a inoculacdo. Na sétima passagem,
observou-se um aumento para 60% no ECP, identificado 72 horas apés a inoculagéo (Figura
12 - B). Durante a analise por RT-gPCR para detectar a proteina M do virus influenza A,

obteve-se um resultado positivo.
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Durante a inoculagdo da amostra de suabe retal do leitdo com 35 dias (Animal 1), os
ECPs comegaram a se manifestar na quarta passagem, atingindo 50% de efeito em 96 horas
apos a inoculacdo. Na sexta passagem (Figura 12- C), o ECP aumentou para 80%, detectado
72 horas ap0s a inoculacdo. Nesse ponto, uma analise por RT-gPCR para a proteina M do

virus influenza A foi realizada, resultando em um teste positivo.

Ja na inoculagdo da amostra de suabe retal do animal de terminagéo com 130 dias, 0s
ECPs surgiram de forma mais acelerada em comparacdo com outros inéculos. Em apenas
trés passagens, atingiram 60% de efeito em 72 horas ap6s a inoculacdo. Na sexta passagem,
houve um aumento para 90% no ECP, identificado 72 horas ap6s a inoculacdo, conforme
ilustrado na Figura 12 -D. A anélise por RT-gPCR para deteccdo da proteina M do virus
influenza A também resultou em um teste positivo.

Figura 12: Células MDCK CCL34 (rim canino Madin-Darby). As setas pretas destacam os efeitos

citopéticos provocados pela influenza A, apds 72 horas de inoculagdo. A) Controle de célula inoculado com
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DMEM; B) 7 passagem da amostra de suabe retal matriz com 90 dias de gestacdo; C) 6 passagem da amostra
de suabe retal do leitdo com 35 dias; D) 6 passagem da amostra de suabe retal terminacdo de 130 dias.
Aumento 500x.

No caso da amostra de efluente proveniente do galpdo dos animais de 150 dias, 0s
efeitos citopaticos emergiram na quarta passagem, alcancando 50% de ECP em 96 horas
apos a inoculacdo. Na sexta passagem, houve um aumento para 80% no ECP, identificado
72 horas apo6s a inoculagdo, como demonstrado na Figura 13 -B. A analise por RT-qgPCR

para deteccdo da proteina M do virus influenza A resultou em um teste positivo.

A B

Figura 13: Células MDCK CCL34 (rim canino Madin-Darby). As setas pretas destacam os efeitos
citopaticos provocados pela infeccdo viral da gripe. A) Controle de célula inoculado com DMEM; B) 6
passagem da amostra de efluente do galpdo de terminacdo de 150 dias. Aumento 500x. Fonte: Elaborado pela

autora

Foi realizado o isolamento da amostra de suabe nasal do animal 10 da categoria de
recria com 60 dias. Neste caso, a amostra foi submetida apenas a primeira passagem em ovos
embrionados de galinha, com um periodo de inoculacdo de 72 horas. Apos a inoculagéo, a
analise por RT-gPCR para a deteccdo da proteina M do virus influenza A resultou em um

teste positivo. Ndo foram realizadas passagens subsequentes nas células MDCK CCL34.

6.7. Sequenciamento e Analise filogenética
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Na tentativa de amplificacdo de NA e HA a partir do indculo viral, registramos sucesso
apenas na amostra de suabe nasal do animal de 60 dias. Infelizmente, nos inoculantes
provenientes de efluente bruto e fezes, ndo foi possivel capazes de amplificar completamente
os fragmentos maiores, como os de 1800 pb da HA, obtendo apenas fragmentos menores,
especificamente da NS com 900 pb nos indculos de suabe retal do leitdo de 35 dias e no
efluente bruto (Figura 14). No entanto, com o inoculante de suabe nasal, conseguimos

sequenciar com sucesso 1.712 pares de bases da HA e 1.391 pares de bases da NA.

C-HA C-NA

2000bp —

1500bp —
1000bp —

Figura 14: Eletroforese em gel de agarose exibindo os resultados da reacdo de RT-PCR para a deteccéo de
HA e NA nos inoculos. As amostras de 1 a 4 foram colocadas em duplicata para a HA e de 1 a 3 em duplicata
para a NA, com a amostra 4 em uniplicata. A amostra 1 corresponde ao suabe nasal do animal de 60 dias; a
amostra 2, inoculo de suabe retal do animal de 130 dias; a amostra 3, inoculo de suabe retal do animal de 35
dias; e a amostra 4, ao efluente bruto. Os produtos amplificados para a HA possuem aproximadamente 1800

pb e para NS 900bp, enquanto para a NA, a amplicacdo é de 1500 pb.

Nas analises filogenéticas do segmento HA do in6culo, observamos que ele se alinha
com as amostras do clado que inclui as amostras brasileiras e norte-americanas da linhagem
H1 de origem suina de 2009 a 2019, da linhagem pandémica (Figura 15) (RAJAO et al.,
2013). A sequéncia de NA também agrupou-se em um clado que contém amostras de N1 de

origem pandémica do Brasil e norte-americanas, confirmando que o isolado consiste em uma
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1506  sequéncia genética do virus pandémico HIN1, que foi introduzido na populacdo suina e
1507  humana em 2009 (Figura 16).
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bootstrap KF572616.1 Atwild boar/Brazil214-11-13D/2011 HIN2
—— KF680296.1 Alswine/BraziV31 11 1/2011 HIN2
o 70 - TkF680291.1 Alswine/BraziV31. 11 312011 HIN2
@[ MWIT2484.1 NwielBrazilré 202020 HINZ
MW772808.1 Alswine/Brazil073-20/2020 HLN2
o 77.5 MW772619.1 Alswine/Brazil077-19-1/2019 H