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RESUMO

Nos EUA, os subtipos predominantes do virus da influenza suina (SIAV) sdo HIN1, H3N2 e
H1N2. No Brasil, ap6s a pandemia de 2009, estudos sorolégicos demonstraram a circulacdo do
H1IN1 pandémico (H1IN1pdm09), H3N2 e HIN2. Os objetivos deste trabalho foram detectar a
presenca de anticorpos contra influenza A em suinos em granjas no Brasil e Estados Unidos e
detectar subtipos do virus influenza em populagdes de leitGes lactentes e de creche em granjas
vacinadas nos Estados Unidos. Trinta granjas de ciclo completo em Minas Gerais, Brasil, foram
selecionadas para a avaliacdo do perfil soroldgico contra HIN109 e H3N2. Quatro granjas do
mesmo sistema de producdo do Meio-Oeste dos Estados Unidos com rebanho reprodutivo
vacinado contra influenza foram selecionadas e amostras de soro de 135 leitdes com 12-17 dias
de idade e das porcas correspondentes a estes leitdes foram coletadas. As amostras foram
submetidas a deteccdo de anticorpos contra a nucleoproteina viral e contra os antigenos da
vacina utilizada nas granjas. Suabe nasal dos mesmos leites amostrados na maternidade e de
fluido oral do mesmo grupo de leitdes apos transferéncia para a creche foram coletadas para a
deteccdo dos subtipos virais. O percentual de leitGes e porcas soronegativas variou independente
do uso da vacinagdo. No Brasil, 26.23% e 1.57% dos animais foram soropositivos para
H1N1pdm09 e H3N2, respectivamente, sugerindo circulagdo viral nas granjas estudadas. Os
subtipos HIN2 e H3N2 foram detectados em amostras de suabe nasal e fluido oral dos leitGes
das granjas nos Estados Unidos e virus HIN2 similar ao da amostra vacinal foi isolado em uma
granja com sintomatologia clinica.

Palavras- chave: influenza A, suino, anticorpos, subtipos virais

ABSTRACT

In United States, prevalent subtypes of swine influenza A virus (SIAV) include HIN1, H3N2 e
HIN2. In Brazil, after HIN1 pandemic outbreak in 2009, serological studies demonstrated
circulation of HIN1pdm09, H3N2 and H1N2. The objectives of this study were to detect the
presence of antibodies against influenza A in pigs from farms in Brazil and in United States and
to detect the presence of influenza virus in nurseling and nursery piglets in vaccinated farms in
United States. Thirty farrow-to-finish farms from Minas Gerais state, Brazil, were selected to
the serological profile evaluation for HINland H3N2 viruses. Four farms from the same
production system in Midwest United States with breeding herds vaccinated against influenza
were selected and 135 serum samples were collected from 12-17 days old piglets and from all
dams corresponding with the piglets. Serum samples were submitted to detection of antibodies
against virus nucleoprotein and against virus strains from the vaccine used in the farms. Nasal
swabs from the same nurseling piglets and oral fluid from the same group of piglets after
transfer to nursery age were collected to detect influenza virus and different subtypes circulating
in these ages. Percentage of seronegative piglets and dams varied despite of the vaccination. In
Brazil, 26.23% and 1.57% of the animals were seropositive to HIN1pdm09 and H3N2 viruses,
respectively, suggesting virus circulation in the farms. HIN2 and H3N2 subtypes were detected
in nasal swabs and oral fluid samples from farms in United States. HIN2 virus similar to the
vaccine strain virus was isolated from one farm with influenza clinical disease.

Keywords: influenza A, swine, antibodies, viral subtypes
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INTRODUCAO

A influenza é uma zoonose que afeta uma grande variedade de espécies, incluindo humanos,
aves, suinos, equinos e mamiferos aquaticos e gera problemas econdmicos para a salde publica
e animal. Por ter um genoma segmentado e por apresentar duas importantes proteinas de
superficie hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA) que participam do processo de mutagdo
e variabilidade genética, o virus da influenza pode sofrer mudancas que podem gerar novas
amostras ou subtipos virais, fato que pode resultar na ocorréncia de epidemias.

O virus da influenza A em suinos (SIAV) é mundialmente disseminado e diversos subtipos
virais circulam em diferentes paises. Nos EUA, os subtipos predominantes sdo o HIN1, H3N2 e
H1IN2. No Brasil, apés a pandemia de 2009, alguns estudos elucidaram os subtipos virais
circulantes no pais e demonstraram a circulagdo do HIN1 pandémico (H1N1pdm09), H1IN1
classico, H3N2 e HIN2.

A producdo de suinos € um segmento importante no ambito agropecuario mundial e tem um
papel relevante na economia de diversos paises. Sistemas de producdo de suinos podem ser do
tipo ciclo completo, no qual o animal permanece durante todo o ciclo de producéo, desde a cria
até a terminacdo, unidades produtoras de leitdo (UPL), que se destinam fase de criacdo de
leitBes e j& os vende desmamados para a terminacdo ou unidades de terminacdo (UT), que fazem
a terminagdo dos suinos até que estes estejam prontos para o abate. De uma forma geral, todos
os sistemas de producdo sdo caracterizados por elevada densidade animal, o que facilita a
transmissdo de doengas entre 0s animais. Assim, 0 controle e a prevencdo de doengas nos
rebanhos suinos sdo de extrema importancia, pois minimizam os prejuizos econdmicos e a
disseminagdo de agentes com potencial zoonotico. O suino tem importante papel na
epidemiologia da influenza, pois pode se infectar com virus de origem humana e aviéria,
atuando como hospedeiro intermediario na transmisséo viral e facilitando a formacéo de novas
amostras virais que podem causar epidemias.

A vacinacdo é uma medida de controle para a influenza amplamente utilizada em diversos
paises e, diante da grande variabilidade de amostras virais circulantes, a composi¢do das vacinas
pode variar por regido geografica. Na tentativa de monitorar as amostras do virus da influenza
circulantes e definir aquelas que fornecem maior protegdo vacinal, formou-se uma rede de
vigilancia mundial para a influenza (OFFLU) por meio de uma parceria entre a Organizagdo
Mundial da Sadde Animal (OIE) e a Organizacdo Mundial das NacBes Unidas para a
Agricultura e Alimentacdo (FAO). Diante da escassez de informagdes sobre o tema no Brasil, a
inclusdo de um representante brasileiro na OFFLU pode ampliar a oportunidade de um melhor
conhecimento a respeito da epidemiologia do virus por meio de troca de informagbes e
treinamento de profissionais que possam trabalhar na prevencdo, controle e diagnéstico da
influenza suina no Brasil.

OBJETIVOS GERAIS
Os objetivos gerais desse estudo foram:

e Detectar a presenca de anticorpos contra a influenza em suinos em granjas no Brasil e nos
Estados Unidos

e Detectar a presenca do virus da influenza em populagdes de leitbes lactentes e de creche em
granjas que utilizam a vacinagdo como medida de controle da influenza.
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CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

1.1. Etiologia

Os virus da influenza pertencem a familia Orthomixoviridae, que é composta por seis géneros:
Influenzavirus A, InfluenzavirusB, Influenzavirus C, Thogotovirus, Quaranjavirus e lsavirus
(ICTV, 2014). Os virus dos géneros Influenzavirus A, B e C sdo diferenciados entre si com base
nas diferencas antigénicas encontradas nas proteinas do nucleocapsideo e da matriz (Cox et al.,
2004). Além disso, outros fatores como as espécies naturalmente infectadas por cada género, a
variabilidade na sequéncia de aminoécidos das glicoproteinas de superficie, fatores
morfol6gicos, mecanismos relacionados a codificacdo de proteinas e o nimero de segmentos do
genoma também sdo importantes caracteristicas que distinguem os trés géneros (Lamb e Krug,
2001). De forma geral, os virus influenza A (IAV) infectam uma variedade de animais,
incluindo humanaos, suinos, equinos, mamiferos aquaticos e aves (Webster et al., 1992). Estudos
recentes isolaram o virus influenza em morcegos na América Central e América do Sul,
sugerindo que esses animais possam atuar como carreadores do virus (Tong et al., 2013). Por
outro lado, virus da influenza B sdo patdgenos primarios de humanos e virus da influenza C
foram isolados principalmente de humanos, e em alguns casos, de suinos (Lamb e Krug, 2001).

Os virus influenza A sdo divididos em subtipos de acordo com a natureza antigénica das suas
glicoproteinas de superficie hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA). Estudos anteriores
relatavam a existéncia de 16 HA e nove NA antigenicamente diferentes (Van Reeth, 2007). No
entanto, um estudo identificou os subtipos H17 e N10 em morcegos na América Central (Tong
et al., 2012) e recentemente, os subtipos H18 e N11 foram identificados, também em morcegos,
no Peru (Tong et al., 2013), totalizando entdo, 18 subtipos de HA e 11 subtipos de NA.

O virus da influenza A possui genoma segmentado composto por RNA fita simples senso
negativo. Virus influenza A e B possuem 0 genoma com oito segmentos (Ritchey et al., 1976)
enquanto que o genoma do virus da influenza C apresentam somente sete segmentos de RNA
(Lamb e Krug, 2001). A particula viral é pleomdrfica, podendo ser encontrada na forma esférica
ou filamentosa. Os virus isolados de humanos e animais geralmente apresentam particula
filamentosa de diametro uniforme (diametro ~ 80nm), mas apds o cultivo em laboratério a
forma viral esférica (didmetro de 80-120 nm) é mais comumente observada (Chopin et al.,
1960).

O envelope lipidico viral é proveniente da membrana plasmatica da célula hospedeira e logo
abaixo dele, encontra-se a proteina da matriz 1 (M1), que é a proteina viral mais abundante
(Figura 1). As glicoproteinas de superficie HA e NA se projetam do envelope lipidico (Lamb e
Krug, 2001) e sdo os principais alvos da resposta imune do hospedeiro (Vincent et al., 2008). O
terceiro componente do complexo glicoproteico da particula do virus da influenza é a proteina
da matriz 2 (M2), que serve como canal de calcio (Wang et al., 1993). Moléculas de
nucleoproteina (NP) envolvem e protegem o RNA viral formando o complexo
ribonucleoproteina (RNP) (Nayak, et al. 2004). Associado ao RNP estd o complexo RNA
polimerase, que consiste em trés polimerases (polimerase basica 1 - PB1, polimerase bésica 2 -
PB2 e polimerase acida - PA) (Lamb e Krug, 2001).
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Figura 1: Diagrama do virus da influenza A com o envelope viral e os oito segmentos de RNA. M1: matriz 1; M2:
matriz 2; HA: hemaglutinina; NA: neuraminidase. Fonte: Vincent et al., 2008.

Os oito segmentos do virus influenza A codificam entre 10 e 11 proteinas. Os segmentos 1, 2 e
3, 0s trés maiores segmentos virais, codificam as proteinas PB2, PB1 e PA, respectivamente.
PB2 é importante no inicio da transcricdo do RNA viral (vRNA) enquanto que a PB1 atua na
extensdo do VRNA (Webster et al., 1992). Em alguns casos, o segmento 2 codifica uma segunda
proteina chamada PB1-F2 (Conenelo e Palese, 2007). Ja a proteina PA estd relacionada a
replicacdo do VRNA. PB1, PB2 e PA sdo sintetizadas no nucleo das células infectadas (Webster
et al., 1992). O segmento 5 codifica a nucleoproteina, considerada a maior proteina estrutural
gue interage com os segmentos de RNA para formar o complexo RNP. Esta proteina é diferente
entre os virus influenza A, B e C (Lamb e Krug, 2001). O segmento 7 codifica as proteinas M1
e M2 e o segmento 8 codifica as proteinas NS1 e NS2. A NS1 tem importante atuacdo no
transporte, montagem e traducdo do RNA enquanto que a NS2 é uma proteina de exportacdo
nuclear do VRNA (Webster et al., 1992).

As glicoproteinas HA e NA sdo as principais proteinas de superficie do virus da influenza
(Vincent et al., 2008). A hemaglutinina é codificada pelo quarto segmento de RNA viral e é
sintetizada nos ribossomos ligados a membrana. A origem do seu nome pode ser explicada pela
habilidade do virus em aglutinar eritrocitos pela ligagdo aos receptores de &cido sialico
presentes na superficie dessas células (Lamb e Krug, 2001). Da mesma forma, a HA se liga aos
receptores de acido sialico presentes nas células do trato respiratério do hospedeiro, mediando a
fusdo do envelope viral & membrana celular (Skehel e Wiley, 2000). A sintese da HA nas
células ocorre a partir de uma molécula polipeptidica precursora, a HAQO. Para que haja a
adequada infectividade e patogenicidade viral, € importante que ocorra a clivagem da HAO, que
é mediada por proteases produzidas pelo hospedeiro (Webster et al., 1992). Desta forma, a HAO
é clivada em duas subunidades, a HA1 e HA2, que sdo conectadas por ligagdes dissulfeto. A
liberacdo da HA2 é um evento chave neste processo, pois a fusdo do virus a célula do
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hospedeiro é mediada pela regido amino terminal livre desta fracdo. A existéncia de um
ambiente com o pH &cido (5 — 5.5) estimula mudangas conformacionais irreversiveis na HA2,
permitindo assim que ocorra a fusdo das membranas do virus e da célula hospedeira, liberando o
genoma viral no citoplasma para iniciar o processo de replicacdo (Rumschlag-Boom e Rong,
2013).

O segmento 6 do virus da influenza d& origem a NA, que é a segunda maior proteina de
superficie viral. Esta proteina cliva o &cido sialico terminal das superficies da célula hospedeira
e do virus, permitindo a liberacdo da progénie da célula hospedeira, iniciando a disseminacgao
viral (Matrosovich et al., 2004). A NA também cliva receptores presentes na mucina, auxiliando
na penetracdo na célula hospedeira no trato respiratério (Lamb e Krug, 2001). Assim como a
HA, a NA sofre constantes varia¢des antigénicas.

Os virus da influenza sdo os Unicos entre 0s virus respiratorios que sdo capazes de sofrer
variagdes antigénicas. Estes virus estdo continuamente sofrendo mudancgas antigénicas para
escapar dos mecanismos de imunidade do hospedeiro. As duas glicoproteinas de superficie (HA
e NA) podem sofrer dois tipos de variagfes conhecidas como antigenic drift (ou mutagdo
pontual) e antigenic shift (ou rearranjo). O antigenic drift resulta do acimulo de mutagdes
pontuais em decorréncia da reduzida fidelidade da RNA polimerase e de sua baixa habilidade
em corrigir erros (Hampson, 2002). Essas mutagdes ocorrem com maior frequéncia em genes
que codificam as glicoproteinas de superficie (HA e NA) e muitas vezes resultam da pressao de
selecdo imposta pelos mecanismos de defesa do hospedeiro (Cox et al., 2004). No caso do
antigenic shift, ocorre a troca de segmentos de diferentes virus em uma célula infectada com
dois ou mais virus resultando em grande variagdo das glicoproteinas HA e NA. Tal rearranjo
pode levar a formacdo de novos subtipos virais e introduzir novas amostras em populagdes ndo
imunes (Cox et al., 2004).

Outro evento de variacdo genética que pode ocorrer nos virus da influenza é a recombinacao,
que pode gerar novas amostras virais por meio da troca de informacdo genética, fato que
comumente ocorre quando a polimerase muda 0 molde ou quando segmentos de acido nucléico
sdo quebrados e reunidos. Em geral, a recombinacdo é mascarada pela baixa atividade bioldgica
dos virus recombinantes, mas em casos de pressao seletiva, podem resultar em vantagem para a
linhagem recombinante (Pasick et al., 2005).

1.2. Epidemiologia

A influenza suina é uma doenca com distribuicdo mundial e seu surgimento nos rebanhos é
comumente associado ao movimento de animais provenientes de rebanhos infectados, como por
exemplo, pela introducdo de fémeas de reposicdo (Easterday e Van Reeth, 1999). Em suinos, a
doenca é caracterizada por surtos explosivos de doenca respiratdria, com alta morbidade
(podendo atingir 100%) e baixa mortalidade (inferior a 1%). As infec¢bes pelo virus da
influenza manifestam-se na forma de doenca respiratoria aguda (Richt et al., 2003) e apesar da
severidade da doenca ser afetada por diversos fatores, incluindo a amostra viral circulante, seu
inicio é tipicamente repentino. O periodo de incubagdo varia entre um e trés dias e a
recuperacao geralmente ocorre entre quatro a sete dias pos-infecgdo. (Vincent et al., 2008). A
secrecdo nasal de animais infectados é a principal via de eliminagdo do virus e a transmissao
ocorre pela via naso-faringeal. O virus pode ser detectado em secre¢des nasais um a trés dias
apos a infeccdo e sua excrecdo geralmente dura cinco a sete dias (Janke, 2013). A transmissdo
ocorre pelo contato direto entre animais sadios e infectados e pelo contato indireto entre animais
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e objetos e superficies contaminadas com o virus (Bridges et al., 2003). No entanto, a
transmisséo por aerossois também é considerada uma rota de transmissdo da influenza (Corzo et
al., 2013). O virus pode permanecer viavel por oito a 10 horas em superficies porosas e por até
48 horas em superficies ndo porosas e nas maos (Bean et al., 1982). J& em aerossois, pode
permanecer viavel por até 24 horas em ambiente com umidade relativa do ar baixa (Brankston
et al., 2007). Além disso, SIAV tem grande habilidade em persistir na forma endémica em
granjas de ciclo completo, fazendo com que todos os suinos do plantel sejam infectados em
alguma fase da vida dentro do sistema de produgéo (Rose et al., 2013).

Surtos da doenca geralmente ocorrem durante o inverno em paises do hemisfério Norte e entre
0s meses de maio e setembro em paises do hemisfério Sul (Cox et al., 2004). No entanto, a
doenca pode ocorrer durante 0 ano todo em regides onde haja grande variacdo térmica diéria
(Caron et al., 2010). A prevaléncia e a distribuicdo dos virus e dos subtipos sdo diferentes em
diferentes partes do mundo e pode haver diferencas regionais dentro de um mesmo pais ou
continente (Cox et al., 2004).

O IAV pode infectar uma grande variedade de espécies incluindo humanos, suinos, equinos,
mamiferos aquaticos e aves, e estudos filogenéticos revelam linhagens espécie-especificas e
demonstram que a prevaléncia de transmissdo entre espécies depende de cada espécie em
questdo (Webster et al., 1992). Virus influenza aviarios ndo replicam eficientemente em
humanos (Beare e Webster, 1991), enquanto que virus influenza humanos ndo replicam
eficientemente em aves (Hinshaw et al., 1983). Os virus influenza A apresentam afinidade da
glicoproteina HA com receptores de &cido sialico distintos. Desta forma, virus humanos
reconhecem preferencialmente receptores de acido sialico N-acetilneuraminicos (NeuAc)
ligados a galactose por uma ligagdo do tipo 02,6 (NeuAc a2,6Gal), pois as células epiteliais da
traqueia humana possuem receptores com ligagdo do tipo NeuAc 02,6Gal (Couceiro et al.,
1993), enquanto que virus aviarios e equinos geralmente reconhecem receptores de cido sialico
com ligagdo 02,3 (NeuAc 02,3Gal) (Ito, 2000; Gambaryan et al., 2005), uma vez que células da
traqueia de cavalos e do cdlon de patos possuem receptores com esse tipo de ligacédo (Ito, 2000).
Os suinos apresentam ambos 0s receptores em seu epitélio respiratério (Gambaryan et al.,
2005). Portanto o suino é suscetivel & infec¢cdo com virus humanos e aviarios e pode servir de
hospedeiro intermediario ou “sitio de mistura” (mixing vessel) para esses patogenos (Ito e
Kawaoka, 2000; Ma et al., 2009). No entanto, os receptores de acido sidlico parecem estar
distribuidos de forma irregular no trato respiratorio dos suinos, com receptores NeuAc a2,3Gal
presentes em menor abundancia no trato superior, o que leva a pior replicacdo de virus aviarios
nas traqueia e fossas nasais de suinos, dificultando a transmisséo de virus aviarios entre suinos
(Lipatov et al., 2008; Van Poucke et al., 2010). Apesar de humanos possuirem os dois tipos de
receptores de &cido sialico no trato respiratério e, portanto serem alvo da infecgdo por virus
aviarios, a distribuicdo destes receptores nas vias aéreas provavelmente contribui para a
ineficiente transmissdo do virus aviario entre humanos (Shinya et al., 2006).

O primeiro relato de infeccdo pelo SIAV em suinos ocorreu durante a pandemia em 1918,
conhecida como Gripe Espanhola, quando um surto de doenca respiratdria aguda, semelhante
ao observado em humanos no mesmo periodo, acometeu suinos do Meio-Oeste dos Estados
Unidos (Koen, 1919). A etiologia infecciosa deste virus foi confirmada em 1930, quando se
observou que o virus presente em secrecdes de animais doentes era capaz de causar doencga
respiratria em animais sadios (Shope, 1930). Mais tarde, estudos moleculares confirmaram que
0 virus responsavel pela pandemia em humanos em 1918 era antigénica e geneticamente
semelhante ao virus encontrado em suinos (Shope e Francis, 1936).
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Trés diferentes subtipos do SIAV (H1IN1, HIN2 e H3N2) circulam na populacdo de suinos em
todo o mundo e, ao contrario do que ocorre com virus influenza de humanos, os virus suinos
tém origem e caracterizacdo distinta nos diferentes continentes (Vincent et al., 2008). Na
América do Norte, a linhagem suina classica do HIN1 (cH1N1) semelhante ao virus da
pandemia de 1918 permaneceu relativamente estavel antigénica e geneticamente por
aproximadamente 80 anos (Vincent et al., 2014). Uma grande mudanca na epidemiologia da
influenza na América do Norte ocorreu a partir de 1998, com o surgimento de um novo virus do
subtipo H3N2 de triplo rearranjo contendo genes do virus humano (HA, NA, PB1), suino
cHIN1 (NS, NP, M) e aviario (PB2, PA) (Zhou et al., 1999). Outro virus do subtipo H3N2,
porém com rearranjo duplo, também surgiu no final da década de 90, mas somente o virus de
rearranjo triplo se estabeleceu na populacdo de suinos (Webby et al., 2000). A combinacdo de
genes internos de rearranjo passou a ser denominado TRIG (Vincent et al., 2008), e a co-
circulacdo e subsequente rearranjo entre 0 H3N2 e o cHIN1 levou ao surgimento de novos
subtipos HIN1 e HIN2 (Karasin et al., 2002; Webby et al,. 2004). Atualmente, a maioria dos
virus suinos caracterizados na América do Norte contém diferentes combinagdes de HA e NA,
combinados com genes internos do virus TRIG (Lorusso et al., 2011). Além disso, desde 2005,
virus HIN1 e HIN2 com HA e/ou NA derivadas de virus influenza sazonais humanos
emergiram em rebanhos suinos dos Estados Unidos. (Vincent et al., 2009). Para representar a
evolucdo dos virus suinos atualmente circulantes na América do Norte, foi estabelecida uma
classificagdo em clusters com base no gene da HA (Vincent et al., 2014). Virus com gene da
HA que evoluiram do cH1IN1 séo classificados como a, B ¢ y clusters, enquanto que subtipos
H1 com genes de origem que circularam apds o ano 2000 sdo classificados como cluster &
(Vincent et al., 2009). Os clusters H1 podem ser encontrados com as neuraminidases dos
subtipos N1 ou N2 (Vincent et al., 2014). Por outro lado, virus do subtipo H3N2 podem ser
classificados dentro dos clusters I, 1l 1ll e IV (Richt et al., 2003), sendo este Gltimo o
predominante nas populacéo de suinos da América do Norte (Zoetis, 2012). Atualmente, virus
do subtipo H3 cluster IV sdo ainda subdivididos em clusters emergentes que variam de A até F
(Anderson et al., 2013).

A epidemiologia dos virus influenza na Europa é diferente de outras partes do mundo e anélises
de todas as linhagens estaveis em suinos revelam que estes virus sdo originados de linhagens
aviarias e humanas (Brown, 2013). Os H1N1 circulantes sdo de origem aviaria e foram
introduzidos na populagdo suina por patos selvagens em 1979 (Pensaert et al., 1981) e 0 H3N2,
introduzido na década de 80, com todos os segmentos originados de virus humano (Castrucci et
al., 1993). Um estudo recente de vigilancia relatou a presenca do HIN1 aviario, H3N2 humano
e HIN2 humano em rebanhos suinos da Bélgica, Italia, Espanha, mas somente os virus HIN1 e
H1N2 foram encontrados no Reino Unido e Franca (Kyriakis et al., 2011). Essa linhagem inicial
do H3N2 suino circulou no continente Europeu até a década seguinte, mas a partir dai a
linhagem originada do rearranjo entre o virus tipo humano H3N2 (HA e NA) com o virus HIN1
tipo aviario (proteinas internas e ndo estruturais) passou a ser predominante (Jong et al., 2007).
O virus H1N2 contendo genes de origem humana (HA e NA) e derivados do virus Europeu tipo
aviario HIN1 emergiu no Reino Unido no inicio dos anos 90 e se tornou endémico nos suinos
da Europa (Lam et al., 2008).

Na Asia, 0 cHIN1 foi detectado pela primeira vez na China em 1974 e permanece enzodtico
nesse pais, co-circulando com virus HIN2 (N2 de origem humana). Virus H3N2 humanos
foram transmitidos diversas vezes para suinos e circularam em rebanhos muito tempo ap6s a
linhagem humana ser substituida na populacéo (Peiris et al., 2001). Virus HLN1 aviarios foram
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detectados em suinos da China em 1993, mas estes ndo descenderam dos virus H1IN1 aviarios
da linhagem Europa/Asia, representando provavelmente uma transmissdo entre espécies de
reservatorios aviarios da Asia para suinos (Guan et al., 1996). Virus H3N2 e HIN1 sdo
encontrados em suinos na Tailandia desde o come¢o da década de 1980 (Nerome et al., 1982).
De uma forma geral, esses virus que circulam na Tailandia sdo relacionados a linhagens do
H3N2 e HIN1 encontrados na Europa e ao cH1IN1 (Vincent et al., 2014). No Vietnd, virus
H3N2 rearranjados com o TRIG da América do Norte j& foram identificados em suinos. O H3 e
0 N2 foram adquiridos através do rearranjo com virus humanos sazonais circulantes em
humanos entre 2004 e 2006 (Ngo et al., 2012). Na Coréia do Sul, além da linhagem H3N2
humana (diferente da linhagem que circula na China e Vietnd), o cH1N1 e linhagens do HIN2 e
H3N2 contendo o gene TRIG da América do Norte co-circulam neste pais (Lee et al., 2008).

Na América do Sul, a Argentina detectou a presenca de linhagens humanas dos subtipos HIN1,
H1IN2 e H3N2 (Cappucio et al., 2011; Pereda et al., 2011). Em 2009 e 2010, virus com genes
internos do H1IN1pdmO09 e genes de superficie do virus humano da América do Norte foram
isolados em rebanhos argentinos (Pereda et al., 2011). No Brasil, o primeiro isolamento do
SIAV em suinos ocorreu em 1974 (Cunha et al., 1978). Estudos soroldgicos realizados em 10
estados brasileiros identificaram em suinos anticorpos contra virus humanos H3N2 e H1IN1
humano e suino (Brentano et al. 2002). Elevadas prevaléncias para anticorpos contra os subtipos
H1IN1 e H3N2 foram encontradas em suinos do estado de Sao Paulo, onde o virus também foi
isolado (Mancini et al,, 2006). Um estudo realizado em granjas do Parana observou que 46%
das granjas foram consideradas positivas para SIAV, com uma prevaléncia de anticorpos contra
0 subtipo H3N2 de 20% (Caron et al., 2010). HIN1pdmQ9 foi isolado de suinos provenientes de
uma granja com surto respiratério em Santa Catarina (Schaefer et al, 2011) e a partir dai, outros
estudos também revelaram a circulagdo do virus pandémico nos estados de MG, SP, PR, RS e
MT nos anos de 2009-2010 em granjas com surto de doenga respiratéria (Rajao et al., 2013b).
Um estudo soroldgico realizado ap6s a pandemia do HIN1 em 2009 também detectou
anticorpos contra cH1IN1, H3N2 suino e HIN1 humano em rebanhos de suinos no Brasil (Rajado
et al, 2013a). Virus da influenza foi detectado em amostras de suabes nasais e fragmentos de
pulmdo de suinos, e andlises filogenéticas dos isolados sugeriram a presenca dos virus
H1N1pdm09 e do HIN2 com rearranjo entre segmentos do virus humano e do virus pandémico
de 2009 (Biondo et al., 2014; Schaefer et al., 2015).

O primeiro caso de surto de influenza causado pelo HIN1pdmQ9 ocorreu no Canada em abril de
2009 (Howden et al., 2009) e, a partir dai, entre abril de 2009 a setembro de 2010, um total de
25 paises relataram a ocorréncia do virus a OIE (Vincent et al., 2014). Este novo virus se
disseminou rapidamente na populagdo humana, fazendo com que a Organizacdo Mundial de
Salde declarasse em junho do mesmo ano, que o surto atingiu a fase de pandemia 6. O virus
H1N1pdmO09 possui um genoma Unico contendo seis genes (PB2, PB1, PA, HA, NP e NS)
derivados do SIAV de linhagem suina com rearranjo triplo da América do Norte e dois genes
(M e NA) derivados de linhagens do virus influenza suina da Eurasia (Dawood et al., 2009). Os
surtos inicialmente documentados em suinos foram precedidos por relatos de doenga semelhante
a influenza em humanos (Dawood et al., 2009) e o rapido aspecto global em suinos pode ser
atribuido pela disseminag&o via humanos (Vincent et al., 2014).

O virus HIN1pdmO09 replica de forma muito eficiente no trato respiratorio inferior e superior de
suinos experimentalmente infectados, causando doenga clinica semelhante aquela causada por
SIAV enzodticos (Vincent et al., 2010). Suinos infectados pelo HIN1pdm09 apresentam sinais
clinicos e lesdes pulmonares semelhantes aos observados na infeccdo pelo SIAV sazonal
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(Pereda et al., 2010) e a resposta imune gerada por exposi¢cdo prévia a virus endémicos resulta
apenas em prote¢do parcial contra o virus pandémico (Vincent et al., 2010). Animais infectados
pelo HIN1pdm09 normalmente apresentam eliminacdo viral nas secrecdes respiratdrias durante
11 a 20 dias, periodo mais prolongado quando comparado a infec¢do pelo virus influenza suino
sazonal (Pereda et al., 2010).

1.3. Patogenia

A infeccdo pelo SIAV geralmente se limita ao trato respiratorio e a viremia s6 foi detectada em
casos raros em animais um a trés dias apds a inoculagéo (Brown et al., 1993). A replicagéo viral
ocorre geralmente em células da mucosa nasal, tonsila, traqueia, linfonodos traqueo-bronquiais
e pulmdes (Nayak et al., 1965) e a replicacdo fora do trato respiratorio geralmente ndo acontece
de forma bem sucedida.

Apobs a inoculagdo intra-traqueal, os titulos virais nos pulmdes podem ser maiores do que
10°EIDsy/grama de tecido (Haesebrouck e Pensaert 1986). A quantidade de virus que alcanca as
vias aéreas mais profundas e a producéo de virus infectante nos pulmdes determina a severidade
da doenca. Estudos mostram que a inoculagdo de elevadas quantidades de virus pela via nasal
em suinos na fase de engorda resultou em infecgdo subclinica, enquanto que a inoculagdo intra-
traqueal da mesma quantidade e do mesmo virus produziu sinais tipicos da doenca em
aproximadamente 24 horas (Maes et al., 1984). O SIAV tem grande tropismo e se replica
rapidamente no epitélio bronguiolar (Nayak et al., 1965, Brown et al., 1993) e ndo existe relato
de replicacdo viral em diferentes locais no pulméo quando comparado com diferentes amostras
virais (Nayak et al., 1995). A duracdo da infecgdo pelo SIAV é curta e o clearance viral é
extremamente rapido. N&o é possivel detectar o virus na secre¢do nasal e no pulmdo sete dias
apos a infecgdo natural ou experimental (Brown et al., 1993; Jo et al., 2007).

LesBes celulares relacionadas ao SIAV sdo causadas pela apoptose desencadeada pela agdo das
proteinas NA e PB1 (Gibbs et al., 2003). No entanto, as citocinas pré-inflamatérias iniciais,
produzidas por células ndo imunes no local da infeccdo durante a fase aguda, possuem papel
fundamental no desenvolvimento da reacdo inflamatéria local e de alguns sinais clinicos
sistémicos. Citocinas iniciais como o interferon-o (IFN- o), fator de necrose tumoral-o. (TNF-o),
interleucina-1 (IL-1) e IL-6, tém sido associadas a ocorréncia de febre, prostracdo e anorexia
(Van Reeth, 2000, Jo et al., 2007). TNF-a e IL-1 estimulam moléculas quimioatrativas de
neutréfilos e macrdfagos, levando a répida infiltracdo dessas células fagociticas no trato
respiratorio (Ulich et al., 1991). As citocinas tardias sdo produzidas principalmente pelos
linfécitos T apds reconhecimento de antigenos, e sdo moduladores importantes da resposta
imune especifica (La Gruta et al.,, 2007). Apesar de participar do estimulo a resposta
inflamatdria, as citocinas iniciais e tardias também contribuem para a injaria pulmonar,
causando aumento da permeabilidade vascular, hemorragia e edema (Ulich et al., 1991).

1.4. Sinais clinicos e lesdes

Apos um periodo de incubagdo de um a trés dias, sinais clinicos incluindo anorexia, prostracao,
febre (40,5 a 41,7°C), apatia, inapeténcia podem ser visualizados, resultando em perda de peso
significativa (Alexander e Brown, 2000). Os animais ainda podem apresentar dificuldade
respiratoria, com respiracdo predominantemente abdominal e com a boca aberta, principalmente
guando forcados a movimentar (Richt et al., 2003). A movimentacdo animal pode ainda ser
acompanhada de severos acessos de tosse, que assumem caracteristica de “latido de cachorro”
(Easterday e Van Reeth, 1999). Outros sinais como conjuntivite, rinite, descarga nasal e espirros
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podem ocorrer em animais doentes. Acentuada perda de peso e fraqueza sdo sinais observados
que estdo diretamente relacionados a anorexia e inapeténcia. Em alguns casos, falhas
reprodutivas incluindo aborto, natimortalidade, infertilidade e leitegadas pequenas podem ser
observadas como consequéncia da infeccdo pelo SIAV (Wesley et al., 2004).

Geralmente, animais acometidos se recuperam entre cinco e sete dias apés o inicio da doenga e
0s surtos tipicos da influenza suina sdo normalmente limitados a animais soronegativos, sem
protecdo imune contra o virus (Easterday e Van Reeth, 1999). Em rebanhos de ciclo completo, a
faixa etaria frequentemente acometida é de animais de creche, recria e terminacéo (até 120 dias)
(Loeffen et al., 2009).

InfeccBes subclinicas ocorrem frequentemente e sdo observadas pela elevada soroprevaléncia
para os subtipos virais mesmo na auséncia de doenca respiratoria significativa. Diversos fatores
podem determinar o resultado clinico de uma infec¢do pelo virus da influenza, dentre eles o
estado imune, idade, pressao de infecgdo, infeccdes concomitantes, condi¢Bes climaticas e
alojamento (Easterday e Van Reeth, 1999).

InfeccBes concomitantes com outros agentes causadores de doencas respiratorias estdo entre 0s
maiores fatores que agravam a infeccao pelo SIAV. Infecg¢bes secundarias por bactérias do trato
respiratorio como Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, Haemophilus
parasuis, Mycoplasma hyopneumoniae e Streptococcus suis tipo 2 aumentam a severidade e 0
curso da infeccdo pelo virus da influenza (Choi et al., 2003). A co-infeccdo com virus
respiratorios, como o Coronavirus Respiratério Suino (PRCV), o Circovirus Suino tipo 2
(PCV2) ou o Virus da Sindrome Respiratéria e Reprodutiva Suina (PRRSV), também pode agir
como fator de complicacdo da influenza, aumentando o curso e a gravidade da doenca (Choi et
al., 2003).

LesBes caracteristicas da infeccdo pelo virus da influenza suina sdo associadas a pneumonia,
com alterages geralmente limitadas aos lobos apical e cardiaco, apesar de mais da metade do
pulmédo poder ser acometida em casos de infeccdo severa. Pode-se observar uma linha bem
demarcada entre o tecido pulmonar normal e o afetado, consolidagdo vermelho-escura, edema
interlobular, vias aéreas repletas de sangue e exsudato fibrinoso e aumento de linfonodos
bronquiais e mediastinais. Em casos mais graves, pode-se observar pleurite fibrinosa (Nayak et
al., 1965; Easterday e Van Reeth, 1999).

As lesBes microscopicas observadas nas infecgdes pelo SIAV incluem degeneragdo e necrose de
epitélio de brénquios e bronquiolos, presenca de exsudato contendo células descamadas e
neutrdfilos no limen de brénquios, bronquiolos e alvéolos, variavel hipertermia com dilatacdo
dos capilares e presenca de infiltrado alveolar (linfocitos e histidcitos), atelectasia alveolar,
pneumonia intersticial e enfisema (Easterday e Van Reeth, 1999).

1.5. Resposta Imune

A protecédo contra a infeccdo pelo virus da influenza envolve tanto a resposta imune humoral
guanto a resposta imune celular. A combinacéo de anticorpos neutralizantes, resposta imune de
mucosa e resposta mediada por células T sdo importantes para a protecdo e recuperacdo da
doenca (Tamura et al., 2005). A resposta imune induzida pela infeccdo protege contra a
reinfeccdo pelo mesmo virus ou contra amostras virais antigenicamente semelhantes (Cox et al.,
2004). No entanto, a infec¢do pelo virus homdlogos parece fornecer protecdo somente parcial
contra virus heterélogos (Vincent et al., 2008).
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A resposta imune inata atua na defesa contra o virus da influenza e é formada por componentes
que previnem a infeccdo do epitélio respiratdrio e controlam a replicacéo viral (Kreijtz et al.,
2011). O sistema imune inato detecta infeccBes virais pelo reconhecimento de padrbes
moleculares associados ao patégeno (PAMPs) através de receptores de reconhecimento padrao
(PRRs). Os PAMPs estdo presentes nos patdgenos ou sdo gerados durante a infeccdo. A
resposta inata reconhece o virus da influenza por até trés classes distintas de PRRs, que sdo
responsaveis por detectar células infectadas, detectar o virus no citosol das células infectadas e
detectar o RNA que foi levado para o endossomo de células sentinelas (lwasaki e Pillai, 2014).
A sinalizagao dos receptores PRR leva a producdo de citocinas pré-inflamatorias e interferons
(Lund et al., 2004). Os interferons tém alta atividade antiviral, inibem a sintese de proteina na
célula hospedeira e limitam a replicacdo viral (Kreijtz et al., 2011). Na infecc¢do viral ao nivel de
alvéolo, macréfagos alveolares sdo ativados e fagocitam células infectadas pelo virus da
influenza, limitando assim a disseminacdo viral (Kim et al., 2008). Por outro lado, uma vez que
estes macrofagos sdo ativados nos pulmdes durante uma infecgéo, eles produzem 6xido nitrico
sintase 2 (NOS2) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o que pode contribuir para a
patogenia do virus (Lin et al., 2008). Células dendriticas, situadas abaixo da barreira do epitélio
das vias aéreas e sobre a membrana basal, monitoram o limen das vias aéreas e podem detectar
virions opsonizados e corpos apoptéticos de células infectadas. As células dendriticas também
exercem atividade citolitica em uma infecgdo pelo virus da influenza. Células natural killer
reconhecem anticorpos ligados a células infectadas pelo virus da influenza provocando a lise
destas células, processo conhecido como citotoxidade celular dependente de anticorpos (ADCC)
(Kreijtz et al., 2011).

A resposta imune adaptativa é essencial para a prevengéo e recuperacdo da infecgdo pelo virus
da influenza. Todas as principais imunoglobulinas podem ser identificadas na infeccdo pelo
SIAV em soro e lavado nasal e broncoalveolar de suinos (Murphy e Clements, 1989). O sistema
imune humoral produz anticorpos contra diferentes 1AV e os anticorpos especificos para a
glicoproteina HA, que sdo capazes de inibir a hemaglutinacdo, sdo os mais importantes para a
neutralizacdo do virus e prevencdo da doenca, e estdo mais comumente relacionados com a
protecdo contra o virus da influenza. Anticorpos especificos para a glicoproteina NA s&o menos
efetivos na prevencéo da infeccdo, mas reduzem a liberacéo do virus das células infectadas (Cox
et al., 2004). Além disso, anticorpos anti-NA facilitam a ocorréncia da ADCC e contribuem para
o clearance de células infectadas (Mozdzanowska et al., 1999). Anticorpos contra a
nucleoproteina (NP) também podem contribuir para a prote¢do contra o virus da influenza por
meio da inducdo da lise de células infectadas mediada pelo complemento (Sambhara et al.,
2001; Carragher et al., 2008). Anticorpos especificos para HA inibem a ligacdo e entrada do
virus na célula hospedeira, podendo também facilitar a fagocitose viral e mediar a ADCC
(Kreijtz et al., 2011).

A protecdo contra infeccdo viral parece estar diretamente relacionada com os titulos de
anticorpos hemaglutinantes no soro dos animais, sendo que titulos elevados fornecem maior
protecdo quando comparados a baixos titulos (Vincent et al. 2008). Durante uma infecgdo
primaria, anticorpos inibidores da hemaglutinacdo podem ser detectados no soro entre 10 e 14
dias. As imunoglobulinas IgA e IgM atingem um pico apds duas semanas e comegam a declinar,
enquanto niveis maximos da 1gG sdo vistos entre quatro e seis semanas. Titulos consideraveis
de anticorpos podem ser detectados até seis meses ap0s a infeccdo (Easterday e Van Reeth,
1999). Secre¢des nasais contém anticorpos neutralizantes para as glicoproteinas HA e NA e sdo
inicialmente do tipo IgA (Mazanec et al., 1995). Durante infec¢do priméria, I1gA, IgM e IgG
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podem ser detectados em lavados nasais, apesar de IgA e IgM serem mais frequentemente
detectados do que 1gG. A atuacdo local de IgA estimulada pela infeccdo natural dura pelo
menos trés a cinco meses (Murphy e Clements, 1989).

Anticorpos maternos do subtipo 1gG protegem os pulmdes contra a invasdo e replicagéo viral,
enquanto que IgA é importante na inibicdo da replicacdo viral nas vias aéreas superiores
(Tomoda et al., 1995). Anticorpos maternos protegem leitdes contra a doenca clinica (Kitikoon
et al., 2006), mas essa protecdo é apenas parcial (Loeffen et al., 2003). Além disso, a
transmissdo viral pode ser reduzida, mas ndo prevenida, em suinos com anticorpos maternos
homologos quando comparada a suinos com anticorpos maternos heterélogos ou soronegativos
(Allerson et al., 2013). A presenca de anticorpos maternos no momento da vacinacdo pode
reduzir a eficacia vacinal e a vacinacdo geralmente fornece melhor prote¢cdo do que anticorpos
maternos adquiridos no colostro (Kitikoon et al., 2006).

A imunidade celular tem um importante papel na recuperacdo da infeccdo pelo virus da
influenza e na prevencdo de complicagdes associadas a doenca, mas nao contribui para prevenir
a infeccdo. A resposta citotoxica primaria pode ser detectada no sangue entre seis e 14 dias e
geralmente desaparece numa média de 21 dias ap6s a infec¢do ou vacinacdo (Cox et al., 2004).
Durante a infecgéo pelo virus da influenza, células TCD4", TCD8" e células T regulatdrias sdo
ativadas. Células TCD4" séo ativadas ap6s células apresentadoras de antigenos apresentarem o
virus da influenza e atuam na producéo de interleucinas e IFN-y por meio das células T helper.
Células T regulatdrias sdo responsaveis pela regulagdo da resposta imune frente a infeccéo pelo
virus da influenza e ap6s a vacinacdo. Células TCD8" sdo ativadas nos tecidos linfoides e
recrutadas ao local da infec¢do para reconhecimento e eliminagdo do virus da influenza em
células infectadas, prevenindo assim a disseminacdo da progénie viral. A atividade litica das
células TCD8" é mediada pela liberacdo de perforinas (atuam na permeabilizacdo da membrana
das células infectadas) e granzimas (entram na célula para induzir a apoptose) (Kreijtz et al.,
2011).

1.6. Diagnostico

Métodos rapidos, acurados e precisos para o diagnostico da infec¢do pelo SIAV sdo necessarios
para vigilancia de virus emergentes, manejo de surtos, tratamentos antivirais, profilaxia e
controle da infeccdo (Wang e Taubenberger, 2010). A suspeita da ocorréncia da influenza suina
deve ser considerada quando existir um surto de doenca respiratoria aguda acometendo a
maioria ou todos os animais em um rebanho. Devido & semelhanga nos sinais clinicos, a
influenza suina deve ser diferenciada das outras doencas que comp8em o complexo de doencas
respiratorias em suinos. Isolamento viral, deteccdo de RNA e/ou proteinas virais e detec¢do de
anticorpos especificos sdo as técnicas mais frequentemente utilizadas para o diagnéstico da
influenza suina (Easterday e VVan Reeth, 1999).

O SIAV pode ser isolado de animais vivos a partir de secre¢fes nasais e faringeais de animais
na fase aguda da doenca. Tecidos pulmonares de animais eutanasiados durante a fase aguda da
doenca também pode ser utilizados para o isolamento do SIAV. As amostras devem ser
mantidas a 4°C se forem utilizadas em até 48 horas e a -80°C se forem estocadas por longos
periodos. O estoque das amostras a -20°C ndo deve ser utilizada, pois 0 virus ndo é estavel a
essa temperatura (OIE, 2010). O isolamento viral pode ser realizado em ovos embrionados ou
em cultivo de células Madin- Darby de rim canino (MDCK). O isolamento em ovos
embrionados, considerado como a técnica padrdo para isolamento do SIAV, consiste na
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inoculacdo da amostra na cavidade alantéide de ovos embrionados com 10 a 11 dias de
incubacgdo. Ap6s um periodo de incubagdo dos ovos inoculados, o fluido alantdideo é coletado
submetido a técnica de hemaglutinagdo para confirmar a presenca de virus hemaglutinante
(Easterday e Van Reeth, 1999; Clavijo et al., 2002). O isolamento do SIAV em cultivo celular é
amplamente utilizado e consiste na inoculagdo das amostras em monocamada confluente de
MDCK buscando a visualizacdo de efeito citopatico (ECP) causado pelo virus. A confirmagéo
da presenca do virus se da pelo teste de hemaglutinacdo ou pelo teste de imunocitoquimica
(Clavijo et al., 2002). A utilizac&o de células MDCK para isolamento viral requer a adigdo de
tripsina ao meio de cultura para que ocorra a clivagem da HA (Herman et al., 2005).

A utilizacdo de técnicas moleculares para o diagndéstico da influenza vem crescendo nos ultimos
anos por serem rapidas, confidveis e sensiveis. O desenvolvimento da transcri¢cdo reversa em
cadeia da polimerase (RT-PCR) tem facilitado o rapido e acurado diagndstico da infeccdo da
influenza por detectar sequéncias genémicas do acido nucléico viral de forma sensivel e
especifica (Wang e Taubenberg, 2010). A utilizacdo da RT-PCR em tempo real torna-se cada
vez maior na deteccdo, diagndstico e vigilancia da influenza suina devido a sua grande
sensibilidade e boa reprodutibilidade (Wang e Taubenberger, 2010). Neste sentido, amostras de
fluido oral tem sido amplamente utilizadas para a deteccdo do SIAV por meio da RT-PCR de
forma fécil, sensivel e segura (Detmer et al., 2011). O uso da PCR multiplex tem se mostrado
acurado e sensivel para a tipagem e subtipagem do SIAV (Lee et al.,, 2008; Wang e
Taubenberger, 2010).

O teste sorologico mais utilizado para a detecgdo pelo SIAV é a inibicdo da hemaglutinacdo
(HI). A glicoproteina HA do envelope viral tem habilidade em aglutinar eritrécitos de diversas
espécies e na presenca de anticorpos especificos para a hemaglutinina pesquisada, a ligacdo HA-
eritrécitos € inibida. Apesar de largamente utilizada, a HI apresenta problemas relacionados a
presenca de inibidores inespecificos da hemaglutinacdo ou a ocorréncia de alteracdes genéticas
virais que podem comprometer o resultado do teste (Wood et al., 1994). Outros testes
soroldgicos que podem ser usados incluem a soro neutralizacdo (SN) (Julkunen et al., 1985) e o
ensaio de imunoadsorcéo ligada a enzima (ELISA) (Julkunen et al., 1985; Ciacci Zanela et al.,
2010). Um teste ELISA comercial (Al- MS ELISA) foi desenvolvido e validado para a deteccéo
de anticorpos contra influenza em aves. Tal teste usa anticorpo monoclonal gerado contra o
subtipo HIN1 humano e reconhece um epitopo altamente conservado da nucleoproteina do
virus da Influenza A. A base do teste é a capacidade de anticorpos da amostra se ligarem e
bloguearem um epitopo imunodominante conservado (nucleoproteina) e por isso, 0 ensaio nao
requer o uso de reagentes espécie-especificos. Desta forma, o uso do teste para espécie suina é
mais um método de diagnostico para a deteccdo de anticorpos contra o virus da influenza,
possibilitando de forma qualitativa a deteccdo de anticorpos contra virus heterélogos (Ciacci
Zanela et al., 2010).

Métodos adicionais de deteccdo do SIAV ou dos seus antigenos incluem a reacdo de
imunofluorescéncia direta (IFD) e indireta (IFI) em tecido pulmonar, células nasotraqueais ou
lavado broncoalveolar, além da imuno- histoquimica (IHC) em tecidos fixados (Vincent et al.,
1997). A imunofluorescéncia é um teste rapido, mas de custo elevado por exigir 0 uso de um
microscopio de fluorescéncia (Selleck et al., 2003), enquanto que a IHC é um método rapido, de
baixo custo, facil execucdo, no qual o virus pode ser visto em células epiteliais, macréfagos ou
pneumdcitos (Vincent et al., 1997).

26



1.7. Prevencdao e controle

Medidas de prevencdo da influenza suina envolvem biosseguridade, adequado manejo
nutricional e ambiental e vacinacdo. Alguns fatores como a rapida variacdo na circulacdo viral
guando comparada a atualizagdo das vacinas, a necessidade de vacinas que induzam melhor
protecdo cruzada entre diferentes isolados do SIAV e a interferéncia de anticorpos passivos na
eficicia das vacinas em suinos sdo considerados grandes problemas para a prevencao e controle
da influenza (Vincent et al., 2008). Dentre as medidas de biosseguridade destacam-se a correta
avaliacdo na introducéo de novos animais nas granjas por meio de uma quarentena e do controle
de origem desses animais, a limpeza e desinfeccdo das instalagdes antes da entrada de novos
lotes, a adocdo do vazio sanitario, a separagdo de animais doentes dos animais saudaveis, o
controle no contato entre diferentes espécies, principalmente aves e humanos. No caso de
humanos com sintomatologia sugestiva de influenza que trabalhem em granjas, é de extrema
importancia a suspensdo do trabalho até a recuperacdo total, evitando assim a possivel
transmisséo interespécie (Easterday e Van Reeth, 1999). Além disso, a vacinagdo de humanos é
uma ferramenta importante na prevencdo da doenga nessa espécie. O tratamento de suinos
doentes baseia-se no uso de anti-inflamatérios para a redugéo da febre e de outros sinais clinicos
e de antibioticos para combater infecces secundarias (Hawkins, 2010).

A vacinagdo é o método mais utilizado no controle e prevencao da influenza suina em diversos
paises. A via de vacinagdo mais comum em suinos é a intramuscular (IM), que induz altos
niveis de 1gG especifica no soro e no pulméo em dois a seis dias (Kothalawala et al., 2006). O
protocolo de vacinacdo inclui a aplicacdo de duas doses em fémeas reprodutoras, com intervalo
de duas a quatro semanas entre cada dose (Easterday e Van Reeth, 1999). Vacinas comerciais
inativadas sdo as Unicas licenciadas e autorizadas para uso em suinos no mundo todo e estéo
disponiveis desde 1994 nos Estados Unidos (Vincent et al., 2008; Chen et al., 2012). Vacinas
inativadas sdo geralmente produzidas por meio da propagagcdo do virus vivo em o0vo0s
embrionados, com posterior inativagdo utilizando formaldeido ou B- propiolactona (Cox et al.,
2004). A resposta imune a vacinagdo com vacinas inativadas normalmente € do tipo humoral e
celular (Platt et al., 2011). No entanto, essa resposta imune fornece fraca reagdo cruzada contra
virus heter6logos, ou seja, a protec¢ao total s6 ocorre quando a proteina HA vacinal é semelhante
a proteina HA viral que causa a infeccdo (Van Reeth et al., 2004; Platt et al., 2011). Além disso,
0 uso de vacinas inativadas em suinos esta associado a doenga respiratoria exarcebada associada
a vacinacdo (VAERD) que ocorre em suinos vacinados com vacinas inativadas e desafiados
com virus heter6logos, causando pneumonia broncointersticial severa com bronquiolite
necrosante e maior percentual de consolidagdo pulmonar (Gauger et al., 2011; Gauger et al.,
2012; Rajdo et al., 2014).

Vacinas comerciais para suinos contra SIAV estdo disponiveis em varios paises. A grande
variacdo genética e antigénica entre os virus circulantes em diferentes regides faz com que haja
também uma variagdo na composi¢do das vacinas, de forma a melhor atender cada uma dessas
regibes (Tabela 1). Na Europa, vacinas contra SIAV sdo comercializadas na maioria dos paises.
A liberagdo para comercializagdo ocorreu em meados de 1980 e inicio de 1990, e as vacinas
contém basicamente os subtipos HIN1 e H3N2, que eram 0s subtipos prevalentes naguela
época. As vacinas bivalentes comercializadas nessa época ndo sofreram nenhuma atualizagdo
até 2010, quando o subtipo H1N2 se disseminou em todo o continente europeu. Apesar da
confirmacdo da circulagdo do H1IN1pdmO9 a partir de 2009 em suinos em diversos paises da
Europa, nenhuma vacina especifica para o virus foi licenciada no continente europeu (Van
Reeth e Ma, 2012). Na América do Norte, uma vacina monovalente contendo o virus cH1N1 foi
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Tabela 1: Principais vacinas contra influenza suina comercializadas na América do Norte, Europa e Brasil.

Fabricante Nome do produto Amostras virais Adjuvante
Novartis/ Elanco Pneumostar SIV a- cluster HIN1, H3N2 cluster | Immunstar®
MSD MaxiVac Excell 3.0 o- cluster HINT, - cluter HINT, Emunade®
H3N2 cluster |
- cluter HIN1, y- cluster HINT, 8-
MSD MaxiVac Excell 5.0 cluster HIN1, H3N2 cluster I, H3N2 Emunade®
América do Norte cluster IV
Zoetis FluSure Legacy a- cluster HIN1, H3N2 cluster | Amphigen®
. v- cluster HINT1, 8- cluster HIN1, .
Zoetis FluSure XP H3N2 cluster IV Amphigen®
Zoetis FluSure Pandemic H1N1 pandémico de 2009 Amphigen®
. v- cluster HIN1, 62- cluster HIN1, 51- .
Zoetis FluSure Xp cluster HIN2, H3N2 cluster IV Amphigen®
. . A/New Jersey/8/76 (HLN1)
Merial Gripovac A/Port Chalmers/1/73 (H3N2) Oleoso
: Sw/Netherlands/25/80 (H1N1)
Zoetis Suvaxyn Flu A/Port Chalmers/1/73 (H3N2) Oleoso
. . Sw/Olost/84 (HIN1)
Europa Hipra Gripork A/Port Chalmers/1/73 (H3N2) Oleoso
Impfstoffwerk . Sw/ Belgium/230/92 (H1N1) S .
Dessau-Tornau Respipork Flu Sw/ Belgium/220/92 (H3N2) Hidroxido de aluminio
Imofstoffwerk Sw/Haselunne/2617/03 (H1N1)
Der)sau—Tornau Respipork Flu3 Sw/Bakum/1769/03 (H3N2) Carbdmero
Sw/Bakum/1832/00 (H1N2)
Brasil Zoetis FluSure pandemic AJCalifornia.04/2009 Amphigen®

Adaptado de Van Reeth e Ma, 2012.
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licenciada em 1994. A constante mudanca da epidemiologia do SIAV levou a atualizacdo das
vacinas e apés o surgimento do H3N2 TRIG em 1998, vacinas monovalentes contendo H3N2 e
vacinas multivalentes contendo virus H1 e H3 foram langadas no mercado. Diferentemente do
gue ocorreu na Europa, uma vacina monovalente contra 0 H1N1pdmO09 foi licenciada na
Ameérica do Norte na ocasido da pandemia de 2009 (Van Reeth e Ma, 2012). No Brasil, a
primeira vacina contra SIAV foi licenciada no inicio de 2014 e é composta pelo HIN1pdm09.
De acordo com indicacBes do fabricante, a vacina é indicada para leitdes a partir de trés
semanas de idade e para porcas e marras (Zoetis, 2014).

A rapida variacdo genética dos virus influenza, a circulacdo de diferentes amostras virais nos
rebanhos suinos e a necessidade de constante atualiza¢do das vacinas visando a melhor protecéo
resultou no aumento no uso de vacinas autdgenas (Vincent et al., 2008). Em 2006, mais de 20%
de todas as porcas de rebanho reprodutivo dos Estados Unidos foram vacinadas com vacina
autdgena (USDA, 2007) e até 2010, cerca de 50% das vacinas contra influenza utilizadas para
suinos eram autégenas (Ma e Richt, 2010). As vacinas autdégenas sdo preparadas a partir de
amostras de virus isoladas de rebanhos suinos e sua utilizacdo esta associada a supervisdo do
veterinario responsavel pelo rebanho em questdo (Vincent et al., 2008)

A vacina ideal contra SIAV deve induzir a melhor resposta imune possivel e ainda superar a
interferéncia de anticorpos maternos. Tais fatores sdo grandes desafios na producédo de vacinas e
por isso, estimulam a pesquisa de diferentes alternativas de vacinacdo. Virus recombinantes
podem ser obtidos por meio da tecnologia de genética reversa e serem, entdo, usados para a
producdo de vacinas vivas modificadas (Chen et al., 2012). Estas vacinas sdo administradas via
intranasal e geralmente induzem a producéo de células T e a imunidade de mucosa (Hoft et al.,
2011), além de melhorar a resposta a virus heterélogos (Vincent et al., 2007). Vacinas vivas
modificadas ainda ndo sdo licenciadas para uso em suinos e apresentam risco relacionado a
possibilidade de rearranjo entre virus vacinais e virus circulantes em rebanhos (Babiuk et al.,
2011).

A expressdo de proteinas do SIAV em vetores para uso na vacinagao pode induzir uma melhor
resposta imune humoral e celular quando comparada a vacinagdo com vacinas inativadas, apesar
de que essas vacinas ndao provocam um bom estimulo de linfécitos T citotoxicos (Souza et al.,
2005). Os vetores mais utilizados para vacinagdo em suinos incluem o Alphavirus (Vander
Veen et al., 2012), Adenovirus (Wesley e Lager, 2006) e virus da Pseudoraiva (Tian et al.,
2006). Dentre os vetores conhecidos, o virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV) € o
mais comumente utilizado para a producdo de vacinas baseadas na tecnologia Alphavirus
replicon (Vander Veen et al., 2012). O genoma deste vetor contém duas janelas abertas de
leitura (ORFs). A ORF 5" codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsp 1-4) e a ORF 3" codifica
duas proteinas estruturais virais (capsideo e glicoproteina). As proteinas ndo estruturais sao
traduzidas a partir do RNA gendmicosenso-positivo e transcrevem o RNA senso-negativo. O
RNA senso-negativo serve de modelo para 0 RNA genémico e 0 RNA mensageiro (mMRNA)
subgendmico 26S. O promotor do 26S estd localizado entre as duas ORFs do RNA senso-
negativo e é reconhecido pelas proteinas ndo estruturais pra a transcricdo do mMRNA
subgendmico, do qual as proteinas estruturais sdo traduzidas. Genes externos de interesse
podem ser inseridos no lugar dos genes estruturais do vetor Alphavirus por meio de um clone de
DNA complementar (cDNA), gerando um RNA de auto replicacdo (replicon), capaz de
expressar 0s genes externos quando introduzidos em células. A auto- amplificagdo do replicon
de RNA gera a tradugdo de grandes quantidades de proteina heteréloga nas células
transfectadas. O replicon de RNA pode ser empacotado em particulas de replicon (RP) por meio
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da co-transfeccdo em células permissivas. Entdo, as RPs sdo consideradas particulas incapazes
de se propagar e produzir novas particulas ou virus. As RPs sdo muito atrativas na producgdo de
vacinas por serem seguras, por produzir altos niveis de expressao de genes heterélogos, gerar
uma resposta imune balanceada e protetora, por permitir a construcdo de vacinas multivalentes,
pelo alto tropismo por células dentriticas, por permitir a diferencia¢éo entre animais infectados e
vacinados, dentre outros (Vander Veen et al., 2012).

Vacinas de DNA utilizam o DNA viral para a producdo de antigenos virais intracelulares que
serdo apresentados por moléculas MHC | e MHC I, induzindo a resposta humoral e celular de
longa duracdo (Van Reeth e Ma, 2012). Dentre as diversas vantagens do uso de vacinas de
DNA, pode-se citar o custo reduzido, pois a molécula de DNA recombinante pode codificar
multiplos genes de interesse; 0 DNA recombinante pode expressar elevados niveis da proteina
de interesse nas células; é possivel diferenciar animais infectados de animais vacinados com
vacinas de DNA, pois essas vacinas ndo expressam todas as proteinas virais e por isso, induzem
diferentes respostas imunes quando comparada a infecgdo natural (Chen et al., 2012).
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CAPITULO 2: RESPOSTA VACINAL EM PORCAS E ANTICORPOS
MATERNOS CONTRA INFLUENZA EM LEITOES LACTENTES NO MEIO-
OESTE DOS ESTADO UNIDOS

Resumo

O virus da influenza suina (SIAV) € endémico na populacdo suina da América do Norte e 0s
subtipos virais HIN1, HIN2 e H3N2 co-circulam nos rebanhos suinos. A imunizacdo das
porcas protege contra a doenca clinica e fornece protecdo passiva aos leitdes via colostro. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a resposta vacinal em porcas imunizadas contra SIAV e
determinar a presenga de anticorpos passivos contra SIAV em seus leitdes lactentes em granjas
gue utilizavam a vacinag¢do no rebanho reprodutivo. Quatro granjas localizadas no Meio-Oeste
dos Estados Unidos, pertencentes ao mesmo sistema de produgdo e com rotina de vacinagao
contra influenza no rebanho reprodutivo, foram selecionadas para o estudo. Cento e trinta e
cinco amostras de sangue de leitbes com 12 a 17 dias de idade foram coletadas em cada granja,
totalizando 540 amostras em cada semana de coleta e 4.320 amostras no total. Amostras de
sangue das porcas correspondentes aos leitdes amostrados também foram coletadas, totalizando
330 porcas. Todas as amostras foram submetidas ao teste NP ELISA para deteccdo de
anticorpos contra a nucleoproteina viral e ao teste de inibicdo de hemaglutinacdo para a
deteccdo de anticorpos contra as amostras virais presentes nas vacinas utilizadas nas granjas.
Um total de 82,7% e 89,7% das porcas e leitbes apresentaram anticorpos anti-NP,
respectivamente. Os perfis de anticorpos contra os virus estudados variaram muito entre leitdes
e porcas e entre granjas e momentos amostrados. Além disso, o percentual de porcas com
anticorpos protetores variou quando comparado ao percentual de leitdes com anticorpos
protetores ao longo do estudo. A presenca de porcas soronegativas sugere ocorréncia de falha
vacinal que pode ter sido resultado de mau acondicionamento das vacinas, falhas na aplicacdo
do produto, dentre outros fatores. Os resultados encontrados para leitfes sugerem a ocorréncia
de falha na transferéncia de anticorpos passivos permitindo que estes animais ficassem
suscetiveis a infeccdo pelo SIAV.

Abstract

Influenza virus (SIAV) is endemic in pig populations in North America and the subtypes H1N1,
HIN2 and H3N2 co-circulate in swine herds. Immunization of sows protects against clinical
disease and provides passive protection to neonatal piglets through colostrum. The objectives of
this study were to evaluate SIAV vaccination response in breeding females and to determine the
presence of passive antibodies against SIAV in their nurseling piglets from the studied sows in
farms using SIAV vaccination. Four breeding farms (farm 1, 2, 3, 4) from the same production
system located in the Midwest United States that used IAV vaccination in the breeding herd
were selected for the study. One hundred and thirty five serum samples were collected from 12-
17 day old piglets in each farm, 540 samples per sampling and 4230 samples total. Serum
samples were also collected from sows corresponding to the sampled piglets, for a total of 330
samples. All samples were submitted to NP ELISA assay to detect antibodies against the viral
nucleoprotein and to hemagglutination inhibition to detect antibodies against vaccine strains
used in the farms. A total of 82.7% and 89.7% sows and piglets had anti-NP antibodies,
respectively. Antibodies profiles against studied viruses varied between piglets and sows and
between farms and samplings. Furthermore, percentage of sows with protective antibodies
varied when compared to the percentage of piglets over the study period. The presence of
seronegative sows suggests the occurrence of vaccine failure that might be a result of poor

31



packaging of the vaccines, failure to apply the product, and other factors. The results for piglets
suggest the occurrence of failure of passive transfer of immunity allowing these animals to stay
susceptible to SIAV infection.

Introducéo

Virus da influenza dos subtipos HIN1, HIN2 e H3N2 co-circulam nos rebanhos suinos na
América do Norte (Vincent et al., 2008). Vacinas sdo normalmente utilizadas em rebanhos
comerciais, mas varios fatores dificultam o sucesso desta medida no controle da doenga
(Sandbulte et al., 2014). Vacinas comerciais contra o SIAV contém multiplos subtipos virais,
mas o nivel de protecdo cruzada entre isolados geneticamente diferentes é limitado (Platt et al.,
2011). Na tentativa de acompanhar a rapida variacdo genética dos SIAV circulantes e visando
aumentar a protecdo dos animais, 0 uso de vacinas autdgenas vem aumentando rapidamente nos
Estados Unidos (Vincent et al., 2008).

A vacinacdo contra o SIAV é a principal forma de prevencédo e controle da influenza suina e é
mais comumente usada em porcas. A imunizagdo das porcas protege contra a doenga clinica e
fornece também protecdo passiva aos leitdes via colostro (Choi et al., 2004). A placenta de
suinos é do tipo epitéliocorial e por isso, imunoglobulinas ndo sdo transferidas aos fetos na vida
intra-uterina (Sterzl et al., 1966). Dessa forma, leitdes neonatos recebem altos niveis de
anticorpos maternos por meio da ingestdo do colostro especialmente nas primeiras quatro horas
de vida (Loving et al., 2014).

Diversos estudos investigaram o papel dos anticorpos maternos na protecdo contra o SIV
(Blaskovic et al., 1970; Mensisk et al., 1971; Renshaw, 1975; Loeffen et al., 2003; Kitikoon et
al., 2006). De acordo com resultados mais recentes, 0s anticorpos maternos podem proteger
leitdes contra o desenvolvimento da doenca clinica, mas essa protecéo é apenas parcial (Loeffen
et al., 2003; Kitikoon et al., 2006) e ndo ha reducdo na replicacdo e eliminagéo viral na presenca
desses anticorpos (Choi et al., 2004; Kitikoon et al., 2006).

Dentro de uma mesma leitegada, a infeccdo ou doenca clinica podem variar dependendo da
quantidade e qualidade dos anticorpos adquiridos passivamente. A circulacdo do SIAV em
rebanhos suinos pode ocorrer devido a presenca de leitdes neonatos com niveis inadequados de
anticorpos passivos, devido a presenga de anticorpos ndo especificos contra o virus circulante ou
devido a introducdo de novas amostras do SIAV no rebanho. (Allerson et al., 2013). Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a resposta vacinal em porcas imunizadas contra SIAV e
pesquisar a presenca de anticorpos passivos contra SIAV em seus leitdes em granjas que
utilizavam a vacinacao no rebanho reprodutivo.

Material e Métodos

- Animais e amostras

Quatro granjas (G1 a G4) produtoras de leitdes, com plantel variando entre 4200 e 6200 fémeas
e pertencentes ao mesmo sistema de producdo no Meio-Oeste dos Estados Unidos foram
selecionadas para o estudo (Figura 2). As fémeas reprodutoras eram rotineiramente vacinadas
contra influenza suina com duas doses por via intramuscular (trés e seis semanas pré-parto) da
vacina comercial MaxiVac Excell® 5.0 (Merck Animal Health) contendo as amostras virais
HIN1-52, HIN1-y, H3N2- cluster | e H3N2- cluster IV, de acordo com o protocolo padréo
recomendado pelo fabricante. Uma semana antes do inicio da coleta das amostras, as granjas 1,
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Figura 2: Localizacdo geografica das quatro granjas selecionadas para o estudo realizado no Meio-Oeste dos Estados Unidos.



2 e 3 iniciaram a imunizacdo completa do rebanho reprodutivo com uma vacina de subunidade
autégena (VSA) contendo H3- cluster IV, H1- 61 ¢ H1-y isolados do rebanho em 2012. Porcas
da G4 receberam uma Unica dose da VSA aproximadamente 15 dias ap0s as outras granjas.
Uma segunda dose desta vacina foi administrada somente em porcas da G1l, G2 e G3
aproximadamente quatro semanas apés a primeira dose. As amostras foram coletadas a cada 15
dias em todas as granjas, no periodo de marco a maio e de julho a agosto de 2013, totalizando
oito coletas (Figura 3). Durante cada coleta, animais diferentes da coleta anterior eram
amostrados, de maneira que nenhum animal foi amostrado mais de uma vez durante o estudo.
Devido a um surto causado pelo virus da diarreia epidémica suina (PEDv) em diversas granjas
no Meio-Oeste dos Estados Unidos, as granjas que participaram do experimento decidiram, por
questdes de biosseguranca, suspender as coletas de amostras em maio e o experimento sé foi
retomado em julho de 2013.

Durante cada visita as granjas, 135 amostras de sangue de leitdes de 12 a 17 dias de idade foram
coletadas por puncdo da veia jugular em cada granja, totalizando 540 amostras em cada semana
de coleta e 4.320 amostras no total. Amostras de sangue das porcas correspondentes aos leitdes
amostrados também foram coletadas, totalizando 330 porcas. Durante a coleta das amostras,
todos os leitdes de uma mesma leitegada eram submetidos a coleta de sangue, juntamente com a
porca correspondente. Dessa forma, em média, 10 a 13 leitegadas em cada granja eram
amostradas durante cada coleta. O estudo foi aprovado pelo American Association for
Laboratory Animal Science (2-13-7504-S).

- Processamento das amostras

Amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 1500 x g por 20 minutos para a separaco
do soro e armazenadas a -80°C até o0 momento do uso. O processamento das amostras e 0s
demais testes referentes a este estudo foram realizados no laborat6rio de Pesquisa em Influenza
Suina do Animal Research Center (ARS), localizado no National Animal Disease Center
(NADC), United States Department of Agriculture (USDA), Ames, lowa, Estados Unidos.

- NP ELISA

Todas as amostras de soro foram avaliadas para a presenca de anticorpos contra a
nucleoproteina (NP) do virus da influenza por meio do teste ELISA (MultiS-Screen Ab Test,
Idexx) visando verificar a exposi¢do natural ou a resposta vacinal em porcas e a transferéncia de
anticorpos maternos em leitdes. O kit utilizado foi desenvolvido para a espécie aviaria e
padronizado para 0 uso na espécie suina de acordo com Ciacci-Zanella et al., (2010).

- Hemaglutinagéo (HA)

Amostras isoladas das granjas estudadas e utilizadas para a produgdo da VSA foram submetidas
ao teste de hemaglutinacéo para a detecgdo do titulo viral em unidades hemaglutinantes (UHA)
de acordo com WHO (2002). O titulo viral foi determinado pela reciproca da Gltima diluicdo
onde ocorreu aglutinacdo completa das hemacias. Os mesmos virus foram usados para
retrotitulagdo no teste de inibicdo da hemaglutinacéo (HI).

- InibicAo da hemaglutinagéo (HI)

Amostras de soro de porcas e leitdes foram inativadas a 56°C por 30 minutos e tratadas com
hemacia de peru para a remocao de inibidores inespecificos da hemaglutinacdo e aglutininas
naturais do soro de acordo com WHO (2002). Em seguida, foi realizado o teste (HI) para a
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Figura 3: Cronograma geral do experimento realizado nas quatro granjas pertencentes ao mesmo sistema de producdo do Meio- Oeste dos Estados Unidos durante o ano de

2013.
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deteccdo de anticorpos contra os antigenos da VSA (H3- cluster 1V, H1- 81 e H1-y) utilizada
nas granjas, de acordo com WHO (2002). Controle negativo contendo PBS e suspensdo de
hemécias e controle do soro para detectar hemaglutinacdo contendo somente soro e suspensao
de hemacias foram devidamente realizados. Para a analise dos resultados, titulos foram
transformados de acordo com a equagdo X= log,(titulo/10) e para a analise da distribuicdo de
anticorpos contra os trés antigenos da VSA, titulos menores que 40 foram considerados
negativos; entre 40 e 80, baixos; entre 160 e 320, médios e maiores ou iguais a 640, altos.
Titulos maiores ou iguais a 40 foram considerados protetores. Diferencas entre grupos na
correlagdo para titulos protetores contra as amostras virais foram avaliadas pelo teste exato de
Fisher, com intervalo de confianca de 95%.

- Isolamento viral

Os antigenos da VSA foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de Diagnostico da lowa State
University e utilizados nos testes de HI. As amostras H3 cluster IV e H1-61 foram inoculadas
em garrafas de cultivo celular contendo monocamada confluente de células (MDCK),
previamente cultivadas com meio minimo essencial (MEM) suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB), 100 IU/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. No momento da
inoculagéo viral, o meio contendo SFB foi descartado e a monocamada lavada trés vezes com
PBS. Em seguida, o virus foi adicionado a garrafa, que foi incubada em estufa de CO, a 37°C
para adsorcdo viral por uma hora. Apés a incubagdo, MEM suplementado com 0s mesmos
antibidticos e 0,4% de albumina sérica bovina e tripsina TPCK na propor¢do 1:1000 foi
adicionado a garrafa, que foi novamente mantida em estufa de CO, por até 48 horas ou quando
se observasse 80% de efeito citopatico (CPE) na monocamada celular. A suspenséo viral foi
submetida ao teste de hemaglutinacdo (HA) para deteccdo do titulo viral para posterior uso no
teste de HI e congelada a -80°C.

O virus H1-y ndo apresentou crescimento satisfatorio em cultivo celular e por isso foi inoculado
em ovos embrionados com 10 dias de incubagdo. Os ovos foram inoculados na cavidade
alantoide com 0,1 ml de in6culo e incubados a 35 — 37°C por dois dias. Os ovos foram
avaliados diariamente quanto a viabilidade do embri&o e apds o periodo de incubagdo, o liquido
alantoide foi coletado, clarificado a 1500 x g por 20 minutos, submetido ao teste de HA e
posteriormente congelado a -80°C.

Resultados

- Deteccao de anticorpos anti- nucleoproteina viral pelo teste NP ELISA

Um total de 82,7% (273/330) das fémeas amostradas apresentaram anticorpos contra
nucleoproteina do SIAV nos momentos amostrados. O percentual de porcas positivas para
anticorpos anti-NP variou entre as quatro granjas e entre as coletas, sendo que o maior
percentual foi observado na G2 (90,1%) seguido pela G1, G3 e G4, que apresentaram
percentuais de porcas positivas de 85.9%, 80,5% e 74,4%, respectivamente (Figura 4). De forma
geral, os percentuais de positividade na sexta coleta (C6) foram os menores para todas as
granjas, com excecdo da G4, que obteve o maior percentual nesta amostragem. Por outro lado,
G4 apresentou 0s menores percentuais quando comparada as outras granjas em algumas coletas,
justificando o menor percentual geral encontrado para essa granja no estudo.
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Figura 4: Percentual de porcas positivas para a presenca anticorpos anti-NP nas quatro granjas amostradas ao longo
das oito coletas.

Dos leitbes amostrados durante o estudo, 89,7% (3875/4320) apresentaram anticorpos anti-NP.
De forma semelhante ao ocorrido em porcas, houve variacdo nos percentuais de leitGes positivos
para anticorpos anti-NP entre as quatro granjas e ao longo das coletas realizadas e G2 obteve o
maior percentual de leitGes positivos ao longo do estudo (93,3%), sequido por G1 (92%), G3
(87,6%) e G4 (86%) (Figura 5). Na avaliacdo por leitegadas, 67,83% destas demonstraram todos
0s leitBes com anticorpos anti-NP, enquanto que 3,15% apresentaram todos os leitGes negativos
para a presenca de anticorpos contra a nucleoproteina viral. Além disso, 29,02% das leitegadas
apresentavam pelo menos um leitdo com anticorpos anti-NP detectaveis no soro durante as
coletas.
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Figura 5: Percentual de leitbes positivos para a presenca de anticorpos anti-NP nas quatro granjas amostradas ao
longo das oito coletas.
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- Detecc¢do de anticorpos contra os antigenos vacinais pelo teste de HI

Os titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo variaram entre as quatro granjas e ao
longo do estudo para os trés antigenos avaliados (Figuras 6-8). Coletivamente, as médias de
titulos de anticorpos foram menores para H1- 61 quando comparadas com anticorpos contra 0s
outros antigenos vacinais (Figura 7).

De uma forma geral, G1 apresentou as maiores medias de titulos de anticorpos contra o antigeno
H3 cluster IV (Figura 6), sendo considerada a granja com maior percentual de animais com
titulos altos (Anexo 1A). Apesar disso, as médias decresceram ao longo do periodo amostrado,
mostrando um aumento somente a partir de C7, sugerindo contato natural com o virus. Por outro
lado, as menores médias de titulos de anticorpos anti- H3 cluster IV foram da G4, o que pode
ser justificado pelo aumento no percentual de animais com negativos e com titulos baixos nesta
granja (Anexo 1D). G3 e G4 foram as Unicas granjas a apresentarem animais soronegativos para
H3 cluster IV (Anexo 1C e 1D). O aumento na média dos titulos de anticorpos na G4 a partir da
quarta amostragem (C4) pode ser devido a resposta a vacinagao, que ocorreu no momento da
segunda coleta (C2).

Diferentemente da G1 e G4, que apresentaram um perfil com queda nas médias dos titulos de
anticorpos ao longo do estudo, G2 e G3 tiveram aumento nas médias a partir da primeira coleta
(C1), fato que pode estar relacionado a resposta vacinal, uma vez que a primeira dose da VSA
foi administrada antes do inicio do estudo nessas granjas. O fato de G1 j& apresentar médias
elevadas de titulos de anticorpos desde o inicio do estudo poderia explicar a auséncia de
elevagdo nas médias desta granja, mesmo apds a administracdo da segunda dose da vacina
(entre C2 e C3). Além disso, 0 uso prévio de uma vacina comercial contendo a mesma amostra
viral poderia contribuir para a manutencdo dos titulos mesmo ap6s a mudanca da vacina na
granja em questao.
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Figura 6: Perfil de anticorpos contra o antigeno H3 cluster IV em porcas das quatro granjas amostradas ao longo das
oito coletas. O ponto de corte esta representado pela linha continua horizontal. Barras verticais indicam o erro padréo.
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Dentre as quatro granjas estudadas, G4 foi a Unica a apresentar queda nas medias dos titulos de
anticorpos contra H1- 81 a partir da primeira coleta (Figura 7). O aumento na média a partir de
C3 pode ter ocorrido como resposta a vacinacao realizada nesta granja entre a segunda e terceira
coletas. No entanto, houve grande variacdo nas médias ap6s a quarta coleta, fato que pode ter
ocorrido devido a falha vacinal e/ou infec¢do natural do rebanho. G1 apresentou as maiores
médias de titulos de anticorpos anti- H1- 81, justificando o elevado percentual de animais com
altos titulos de anticorpos até a quarta coleta (Anexo 1A). G2 apresentou um consideravel
aumento na média entre a primeira e segunda coleta, com elevacdo no percentual dos titulos de
baixos para médios (Anexo 1B) sugerindo uma resposta & vacinagdo. Em G3, as médias dos
titulos de anticorpos variaram ao longo do estudo e apresentaram grande queda a partir de C5.
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Figura 7: Perfil de anticorpos contra o antigeno H1-8 em porcas das quatro granjas amostradas ao longo das oito
coletas. O ponto de corte esta representado pela linha continua horizontal. Barras verticais indicam o erro padrdo

De forma semelhante ao ocorrido na resposta ao antigeno H1- 61, G1 apresentou as maiores
médias de titulos de anticorpos contra 0 H1-y quando comparadas as outras granjas (Figura 8).
G2 e G3 apresentaram aumento nas médias entre a primeira e a segunda coleta (C1 e C2),
provavelmente em decorréncia da vacinacdo. No entanto, nas coletas subsequentes, as médias
dos titulos de anticorpos anti-H1y sofreram quedas graduais até C7, quando ocorre um novo
aumento que pode ser devido a infecgdo natural. Similar ao que ocorreu com 0s outros antigenos
vacinais, G4 obteve as menores médias de anticorpos contra H1-y ao longo do estudo, com
predominio de titulos baixo e médios (Anexo 1D).
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Perfil de anticorpos/ porcas - H1ly
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Figura 8: Perfil de anticorpos contra o antigeno H1-y em porcas das quatro granjas amostradas ao longo das oito
coletas. O ponto de corte esta representado pela linha continua horizontal. Barras verticais indicam o erro padrao.

A resposta soroldgica a vacinacdo com a VSA em todo o rebanho reprodutivo deveria ser
observada numa média de duas semanas apds a administracdo desta (entre Cle C2), apesar da
vacinagao prévia com vacina comercial ou exposi¢do natural poder afetar o nivel da resposta
imune a VSA. De uma forma geral, G2 demonstrou aumento nos titulos de anticorpos para
todos os antigenos vacinais avaliados na primeira e segunda coleta. O aumento inicial nos
titulos pode ter sido influenciado pela infecgdo ativa com o virus da influenza, uma vez que
sinais clinicos da doenca foram observados na granja durante a primeira e segunda coletas e
virus HIN2 e H3N2 foram detectados por PCR em suabes nasais de neonatos (resultados do
capitulo 3).

Semelhante ao ocorrido no perfil soroldgico das porcas, o perfil de leitdes também variou entre
as quatro granjas ao longo das oito coletas (Figuras 9-11). A maior variagdo nas médias dos
titulos de anticorpos contra o antigeno H3 cluster IV ocorreu na G4 (Figura 9), que apresentou
as menores médias em todo o estudo em C3 e C4 e consequentemente, 0s maiores percentuais
de leitBes soronegativos nesses momentos (Anexo 2D), evidenciando a suscetibilidade dos
animais. G2 apresentou aumento nas médias dos titulos de anticorpos a partir de C3,
acentuando-se ainda mais em C6. O aumento nos titulos de anticorpos na G2 também ocorreu
em porcas na segunda coleta (C2) (Figura 6), mas a queda das médias de leitdes nas coletas
seguintes ndo acompanhou o perfil das porcas da mesma granja, sugerindo falha na
transferéncia de imunidade passiva nessas leitegadas. Por outro lado, o perfil sorolégico dos
leitdes da G3 foi semelhante ao das porcas, sendo que estes apresentaram titulos de anticorpos
anti- H3 cluster IV predominantemente moderados a altos (Anexo 2C).
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Perfil de anticorpos/ leitoes - H3 cluster IV
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Figura 9: Perfil de anticorpos contra o antigeno H3 cluster IV em leitdes das quatro granjas amostradas ao longo das
oito coletas. O ponto de corte esta representado pela linha continua horizontal.

Houve um aumento nas médias dos titulos de anticorpos contra 0 H1- 81 nas primeiras coletas
em G1 e G2, diferentemente do que ocorreu em G3 e G4 (Figura 10). De fato, o maior
percentual de leitbes soronegativos na G2 ocorreu no tempo C1 (Anexo 2B), que foi
responsavel pela menor média de titulos de anticorpos anti- H18 dentre as quatro granjas
avaliadas e ao longo das coletas. O perfil de anticorpos contra H1-6 foi muito semelhante entre
porcas (Figura 7) e leitbes da G4, sugerindo que a transferéncia de anticorpos passivos nessa
granja foi mais bem sucedida do que nas outras granjas. Coletivamente, G1 apresentou as
maiores médias para o0 antigeno H1-8, sendo responsavel pelos maiores percentuais de animais
com titulos elevados ao longo do estudo (Anexo 2A).

Semelhante a resposta observada para H1-3, leitdes da G1 apresentaram as maiores médias de
titulos de anticorpos contra o antigeno vacinal H1-y (Figura 11). O maior percentual de leitdes
soronegativos também foi observado em C1, em G2 (Anexo 2B), seguido por G4, que
apresentou cerca de 50% de leitdes soronegativos amostrados na terceira coleta (C3) (Anexo
2D). Além disso, G4 foi a granja com maior percentual de animais soronegativos ao longo das
oito coletas. A transferéncia de anticorpos passivos foi menos efetiva na G3, onde porcas
apresentaram titulos de anticorpos anti- Hly variando predominantemente de moderados a
elevados enquanto que leitdes apresentaram titulos predominantemente moderados a baixos,
com razoavel percentual de animais soronegativos (Anexo 2C).
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Figura 10: Perfil de anticorpos contra o antigeno H1-3 em leitdes das quatro granjas amostradas ao longo das oito
coletas. O ponto de corte esta representado pela linha continua horizontal.

De uma forma geral, G2 apresentou 0s menores percentuais de leitdes soropositivos contra 0s
trés antigenos da VSA na primeira coleta (C1), apesar do aumento nos titulos a partir da
segunda amostragem. No entanto, G4 apresentou 0s menores percentuais de leitbes com
anticorpos contra H3 cluster IV nos tempos C3 e C5 (Anexo 2D).

Perfil de anticorpos/ leitoes - H1y
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Figura 11: Perfil de anticorpos contra o antigeno H1-y em leitSes das quatro granjas amostradas ao longo das oito
coletas. O ponto de corte esta representado pela linha continua horizontal.

A correlacdo entre titulos de anticorpos protetores para porcas e leitdes contra as trés amostras
virais avaliadas no estudo pode ser vista nas figuras 12 a 15. A Figura 12 mostra a correlagéo de
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anticorpos protetores para porcas e leitbes da G1 com relacdo as amostras virais utilizadas no
teste de HI. Os percentuais de porcas e leitdes com titulos protetores contra a amostra viral H3
cluster IV (Figura 12A) apresentou uma Vvariacdo muito elevada apenas em um momento
amostrado (C6; P=0,038). Com rela¢ao a amostra H16 (Figura 12B), a queda no percentual de
porcas com titulos protetores entre C1 e C3 coincidiu com o aumento no percentual de leitdes
com titulos protetores no mesmo momento. Tal fato pode sugerir contato natural dos leitdes
com o virus em questdo. O aumento no percentual de porcas com titulos protetores a partir de
C3 pode estar relacionado a segunda dose de vacina administrada nessa granja, aumentando
entdo os titulos de anticorpos nesses animais. Os percentuais de porcas e leitbes com titulos
protetores contra o virus Hly (Figura 12C) ndo sofreram grandes variagdes ao longo do estudo.
Os menores valores de leitdes quando comparados aos das porcas podem sugerir uma varia¢ao
na transferéncia de imunidade passiva entre leitGes e leitegadas.

Na G2, todas as porcas possuiam anticorpos protetores contra o virus H3 cluster IV em todos os
momentos estudados (Figura 13A). Por outro lado, o percentual de leitdes com titulos protetores
contra este virus variou entre C1 e C5, atingindo maiores percentuais entre C6 e C8. O menor
percentual de leitdes com titulos protetores contra o virus H16 foi encontrado na G2, na
primeira coleta (Figura 13B; P=0,0328). Neste momento, porcas também apresentaram o menor
percentual de anticorpos protetores contra o virus. Exceto por C5, quando leitdes e porcas
apresentaram percentuais de anticorpos protetores divergentes (P=0,0367), as curvas de
percentual de anticorpos oscilaram de forma semelhante ao longo do estudo. Semelhante ao que
ocorreu com o H13, apenas 42% dos leitdes da C1 apresentaram anticorpos protetores contra o
virus Hly na G2, independente de 100% das porcas amostradas nesta mesma coleta terem
apresentado anticorpos protetores (Figura 13C; P=0,0031). A maior correlacdo no percentual de
porcas e leitdes com titulos de anticorpos protetores para o virus H1y ocorreu de C6 a C8.

De forma semelhante ao que aconteceu na G1, a menor variagdo no percentual de titulos de
anticorpos protetores entre porcas e leitdes na G3 ocorreu com o virus H3 cluster 1V (Figura
14A). Entre C4 e C7, todos os leitdes e porcas amostradas apresentaram anticorpos protetores
contra o virus e a variagdo nos outros momentos amostrados foi muito pequena. Por outro lado,
0 percentual de leitbes com titulos de anticorpos protetores contra o virus H18 foi
consideravelmente inferior ao das porcas na segunda coleta (Figura 14B), sugerindo falha na
transferéncia de imunidade passiva. A curva de percentual de anticorpos protetores contra o
virus H1y para porcas ¢ leitdes foi muito semelhante entre C1 e C4, apesar de os valores para
cada ponto da curva para cada grupo serem diferentes (Figura 14C). Uma queda acentuada no
percentual de leitdes com titulos protetores contra o Hly ocorreu na C7 (P=0,0375), com
posterior aumento na C8, independente de todas as porcas apresentarem titulos protetores nesse
momento.

A maior varia¢do nos percentuais de leitbes com anticorpos protetores contra o virus H3 cluster
IV ocorreu na G4 na terceira e quinta coletas, atingindo valores de 7% e 10%, respectivamente
(Figura 15A; P=0,0001). Por outro lado, elevados percentuais de porcas com titulos protetores
contra o virus foram observados nos mesmos momentos, sugerindo falha na transferéncia de
imunidade passiva. As curvas de percentual de animais com titulos protetores para o virus H13
foram semelhantes para leitdes e porcas em todos os momentos do estudo exceto em C2,
quando houve uma pequena diferenca entre os percentuais de porcas e leitdes com titulos
protetores contra 0 H16 (Figura 15B). De forma contraria, as curvas de percentual de titulos
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Figura 12: Percentual de porcas e leitdes com titulos de anticorpos protetores na G1 em todas as coletas e para todas as amostras virais avaliadas. Letras A, B e C no canto
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protetores de porcas e leitdes para o virus Hly apresentaram um padrdao semelhante apenas na
C1 e C2, mostrando divergéncias nos percentuais ao longo do estudo. No entanto, a maior
diferenca foi encontrada na C3 (Figura 15C; P=0,0066), onde 100% das porcas apresentaram
titulos protetores contra o Hly, enquanto somente 49% dos leitdes tiveram titulos protetores
contra o virus detectaveis.

Discussao

Este estudo avaliou a presenca de anticorpos anti- influenza em porcas e em seus leitbes em
quatro granjas pertencentes ao mesmo sistema de producdo no Meio- Oeste dos Estados Unidos.
As granjas 1, 2 e 3 iniciaram a utilizacdo de uma vacina de subunidade autégena em todo o
plantel reprodutivo uma semana antes do inicio das coletas, enquanto que G4 administrou uma
Unica dose da mesma vacina cerca de trés semanas apds as outras granjas. Com excecao da G4,
as demais granjas administraram a segunda dose da vacina aproximadamente quatro semanas
apos a primeira dose. Uma vacina comercial era utilizada em todas as granjas antes da decisao
de produzir uma vacina de subunidade com amostras virais isoladas das granjas na tentativa de
aumentar o sucesso no controle da influenza nos rebanhos.

Durante as coletas realizadas, porcas e leitbes de maternidade da G2 demonstraram sinais
clinicos sugestivos de infeccdo pelo SIAV, enquanto que nas demais granjas, nenhum sinal
clinico sugestivo de doenca foi observado ao longo das oito coletas. O pico de doenga clinica
observada na G2 ocorreu nas duas primeiras coletas, momentos em que foram observados 0s
maiores percentuais de leitbes soronegativos e com baixos titulos de anticorpos quando
comparados ao restante das coletas, especialmente para as amostras vacinais H1- 61 e H1- vy.
Semelhante ao ocorrido com leitbes, porcas também apresentaram aumento nos titulos de
anticorpos contra os trés antigenos da vacina de subunidade no mesmo periodo. O aumento nos
titulos de anticorpos na primeira e segunda coleta, acompanhado da ocorréncia de doenca
clinica na G2 sugere que houve infeccéo ativa com virus circulantes no rebanho, independente
da utilizacdo de vacina contra influenza como medida de controle e prevencdo. As porcas
amostradas foram anteriormente vacinadas com produto comercial inativado, que desencadeia
uma resposta imune humoral e celular (Platt et al., 2011), mas fornece protecdo parcial contra
virus heterélogos (Van Reeth et al., 2004). Desta forma, uma possivel diferenga entre amostras
vacinais e amostras circulantes poderia explicar a presenca de porcas com baixos titulos de
anticorpos nos momentos amostrados, com consequente transferéncia de imunidade passiva
inadequada aos leitdes, que estavam, entdo, suscetiveis ao virus circulante, apresentando doenca
clinica. O aumento nos titulos de anticorpos ap6s a segunda coleta aliado ao desaparecimento de
sinais clinicos até o final do estudo sugerem que a vacina de subunidade pode ter induzido
melhor protecdo contra os virus circulantes, inibindo assim a ocorréncia da doenca clinica.

Vacinas de subunidade geralmente estimulam uma resposta imune protetora e especifica, além
de serem seguras devido a expressdo somente dos genes heterdlogos de interesse (Vander Veen
et al., 2012). A associacdo entre a utilizacdo de uma vacina de subunidade autogena,
desaparecimento de sinais clinicos sugestivos de influenza suina e auséncia de doenca clinica ao
longo do estudo sugere que a utilizacdo da VSA foi eficiente na prevencdo e controle da doenga
nos rebanhos. Bosworth et al. (2010) avaliaram se uma vacina derivada de um Alphavirus e
expressando o gene da hemaglutinina H3 cluster IV poderia induzir imunidade e prote¢éo contra
virus homoélogos em animais com e sem anticorpos maternos. Neste estudo, a vacina de
subunidade induziu uma resposta de anticorpos em leitGes soronegativos antes da infecgdo com
virus homdlogo. Além disso, animais vacinados apresentaram reducdo na carga viral em suabe
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nasal e lavado broncoalveolar, auséncia de febre e reducdo de lesbes pulmonares apds a
infeccdo com virus homologo. Em outro estudo, suinos vacinados com vacina de subunidade
contendo a hemaglutinina do HIN1 pandémico (A/California/04/2009) e desafiados com virus
homologo apresentaram maior resposta especifica de anticorpos, reducdo de lesdo pulmonar e
da eliminagdo viral e maior média de ganho de peso diario comparado com animais ndo
vacinados (Vander Veen et al., 2009). Estes resultados, associados aos encontrados no presente
estudo, sugerem que vacinas de subunidade que utilizam a expressdo de genes especificos em
vetores podem ser eficientes ferramentas no controle e prevengdo de doengas em rebanhos
suinos.

Todas as granjas apresentaram anticorpos especificos contra antigenos presentes na vacina de
subunidade autdgena utilizada para a prevencédo e controle da influenza suina. No entanto, de
uma forma geral, as menores médias foram encontradas na G4, que utilizou somente uma dose
da vacina no rebanho reprodutivo, ao contrario das outras granjas, que realizaram a vacinacao
em duas doses com intervalo de quatro semanas. O protocolo basico de vacinagdo contra
influenza suina sugere o uso de duas doses do produto, com intervalo de duas a quatro semanas
entre as doses (Easterday e Van Reeth, 1999). Além disso, a recomendacéo para a utilizacdo de
vacinas de subunidade também envolve o uso de duas doses (Vander Veen et al., 2009;
Bosworth et al., 2010). Desta forma, a utilizacdo de apenas uma dose da vacina de subunidade
autégena no rebanho reprodutivo da G4 pode ter influenciado os niveis de anticorpos
especificos contra as amostras vacinais nos animais amostrados quando comparado aos animais
das outras granjas estudadas.

O nivel de anticorpos detectado pelo teste NP ELISA ou anticorpos inibidores da
hemaglutinacéo contra os virus da vacina de subunidade autdgena foi muito variavel entre as
granjas, leitegadas e entre cada leitdo amostrado. Apesar do uso da vacinagdo em todo o
rebanho reprodutivo com um produto especifico produzido com amostras virais isoladas nos
rebanhos estudados, os niveis de anticorpos variaram entre as porcas, independente do momento
amostrado. No entanto, a vacina utilizada era de subunidade, contendo apenas a hemaglutinina
de interesse, enquanto que a vacina comercial continha o virus inteiro. Desta forma, a utilizagdo
do teste NP ELISA pode ter resultado na ndo deteccdo de resposta estimulada pela vacina de
subunidade autdgena, influenciando os niveis de anticorpos detectados. No entanto, apesar da
utilizacdo de vacina em todas as granjas, algumas porcas ainda ndo apresentaram anticorpos
especificos contra 0s antigenos vacinais, sugerindo a ocorréncia de falha vacinal nestes casos,
que pode ser devido a conservagdo inadequada do estoque de vacinas, mau acondicionamento
das vacinas durante o processo de vacinacdo dos animais ou falhas no momento da aplicacdo
das vacinas.

A avaliagdo de anticorpos anti-NP por leitegadas mostrou que houve variagdo na ocorréncia de
leitbes soronegativos dentro da mesma leitegada. Aproximadamente 29% das leitegadas
avaliadas apresentaram pelo menos um leitdo soronegativo, sugerindo que é comum ocorrer
transferéncia incompleta de anticorpos passivos das porcas para os leitbes. A falha na
transferéncia de imunidade passiva também pode ser evidenciada pela diferenca nos percentuais
de porcas e leitdes com titulos protetores contra as trés amostras virais estudadas. Essas
diferencas podem também estar associadas ao manejo da colostragem, uma vez que muitas
granjas ndo realizam o acompanhamento completo do parto, ndo havendo assim um controle
com o intuito de permitir que todos os leitdes neonatos recebam a mesma quantidade de
colostro.
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A influenza suina ocorre geralmente em meses mais frios (Cox et al., 2004), mas a doenca pode
ser observada durante todo o ano em regides onde haja grande variagao térmica (Caron et al.,
2010). Alguns estudos realizados na América do Norte demonstraram que a deteccdo viral
durante todo 0 ano, com picos entre mar¢o/maio e setembro/novembro (Beaudoin et al., 2012;
Anderson et al., 2013). De uma forma geral, a detecgdo de anticorpos anti-NP foi menor na
sexta coleta (C6), que ocorreu no inicio de julho, quando as temperaturas apresentavam-se mais
elevadas. O aumento na temperatura pode ter prejudicado a sobrevivéncia viral nas granjas
estudadas, o que refletiu na menor deteccdo de anticorpos anti-nucleoproteina viral nesse
periodo. Por outro lado, ndo foi observado o mesmo perfil de queda nos niveis de anticorpos
contra antigenos presentes na vacina de subunidade autégena, uma vez que a vacinacao regular
com esse produto visava manter a resposta imune especifica do rebanho.

Niveis de anticorpos em leitdes neonatos geralmente sdo provenientes da transferéncia passiva
da porca por meio do colostro. No entanto, anticorpos de leitdes da G2 provavelmente foram
provenientes de uma resposta imune primaria a infec¢do natural. Independente da vacinacao
anterior com produto comercial, da ocorréncia de infec¢do natural ou do uso de uma vacina de
subunidade, deve-se atentar para o fato de que os niveis de anticorpos maternos em leitdes sao
altamente varidveis e leitdes suscetiveis podem ser responsaveis pela circulacdo viral nos
galpdes de maternidade. SubpopulacBes de porcas ndo imunes podem também existir em muitos
sistemas de producdo, diminuindo ainda mais os niveis de protecdo adquiridos pelos leitGes do
colostro destas porcas. Os resultados encontrados sugerem que a melhoria nas vacinas utilizadas
e até mesmo o método de vacinagdo a ser adotado podem ser Uteis para fornecer ndo somente
uma maior protecdo cruzada contra diferentes amostras do SIAV, mas também um aumento na
protecdo para leitbes neonatos.

A presenca do SIAV em leitdes lactentes pode ser influenciada por varios fatores como a
qualidade da protecdo passiva fornecida pela porca baseada na vacinacdo ou em infeccOes
prévias, a quantidade de anticorpos passivos ingeridos pelos leitdes ao nascimento, a introducao
de uma nova amostra viral em um sistema de produgdo ou em uma granja individual, a
utilizagdo da vacinacdo como método de controle e prevencdo, a qualidade da vacinacéo
(correto armazenamento e administragdo), a resposta imune & vacinagdo ou a exposicdo. O mais
importante, e muitas vezes negligenciado, é o fato de que anticorpos maternos podem prevenir a
doenca clinica, mas ndo impedem a infeccéo de leitdes (Loeffen et al., 2003; Choi et al., 2004;
Kitikoon et al., 2006;). Leitdes neonatos podem se infectar, permanecendo subclinicos no
rebanho até que algum fator desencadeie a doenca clinica ou a queda de anticorpos maternos
permita que esses animais tornem-se suscetiveis. Além disso, leitbes com prote¢do inadequada
podem permitir a circulacdo continua dos virus endémicos nas granjas e ainda atuar como fonte
de infecgdo para animais da creche apds o desmame. O aperfeicoamento de vacinas e/ou de
rotas de administracdo mais eficazes podem proteger os animais da infeccao e eliminagéo viral e
vacinas que fornecam uma imunidade cruzada e consistente sdo necessérias para reduzir a
prevaléncia das infecgdes com o SIAV em granjas de suinos. Os resultados encontrados poderdo
ajudar a orientar medidas de manejo, controle e biosseguranca que possam afetar o nivel de
circulagéo do SIAV em granjas de rebanho reprodutivo, e ainda fornecer orientacdes para 0 uso
de vacinas contra influenza em suinos.

Conclusoes

Foram detectadas fémeas soronegativas no rebanho reprodutivo, independente da administracéo
de uma vacina contra influenza nestes animais. A transferéncia incompleta de imunidade
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passiva pode ocorrer entre leitegadas e entre leitbes de uma mesma leitegada e essa
variabilidade pode acontecer independente do uso de vacinagdo de fémeas como medida de
controle para a influenza suina. Além disso, a variacdo nos niveis de anticorpos passivos em
leitbes neonatos ou niveis de anticorpos ndo protetores podem favorecer que estes animais
atuem como reservatorios do virus nos rebanhos suinos.
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CAPITULO 3: DETECCAO E CARACTERIZACAO DO VIRUS DA
INFLUENZA EM LEITOES LACTENTES E DE CRECHE EM GRANJAS
VACINADAS DO MEIO-OESTE DOS ESTADOS UNIDOS

Resumo

O virus da influenza é um dos agentes causadores de doenca respiratdria aguda em suinos,
apresentando elevado potencial zoondtico. Vacinas inativadas utilizadas nos Estados Unidos
tém ajudado na reducdo da doenca clinica, mas sua habilidade em proteger contra a infeccdo e
seu efeito sobre a eliminacdo viral ainda € inconsistente e reservatorios que possibilitam a
circulagdo endémica do SIAV sdo relativamente desconhecidos. Os objetivos deste estudo
foram avaliar o nivel de infeccdo pelo SIAV em leitdes neonatos e de creche em granjas que
utilizavam a vacinacdo contra influenza em rebanho reprodutivo; determinar os subtipos do
SIAV presentes na populagdo de suinos neonatos e de creche em um mesmo sistema de
producdo e caracterizar e comparar as sequéncias isoladas e a relagdo filogenética com as
amostras vacinais utilizadas nos rebanhos. Quatro granjas produtoras de leitdes, pertencentes ao
mesmo sistema de producdo no Meio-Oeste dos Estados Unidos e que utilizavam a vacinacao
rotineiramente contra influenza suina foram selecionadas para o estudo. Foram realizadas oito
coletas em cada granja, com intervalo de 15 dias entre cada coleta. Em cada semana de
amostragem, cento e trinta e cinco amostras de suabe nasal foram coletadas em cada uma das
granjas, totalizando 540 amostras em cada semana de coleta e 4.320 amostras no total. Amostras
de fluido oral foram coletadas dos mesmos grupos de leitdes apds a transferéncia destes para a
creche, quando os animais tinham aproximadamente gquatro semanas de idade. Sequéncias de
virus isoladas foram comparadas as amostras vacinais. SIAV foi detectado em 2,2% dos pools
de suabe nasal e em 31% dos fluidos orais. O subtipo H1N2 foi 0 mais prevalente tanto para
suabe nasal quanto para fluido oral, seguido pelo H3N2. Duas amostras de suabe nasal foram
submetidas ao sequenciamento completo do genoma e andlises das sequéncias obtidas
revelaram que as duas amostras eram do subtipo HIN2 delta 1 (HIN2-561) de origem humana
com os segmentos PB1, PB2, PA, NS e NP provenientes do virus H3N2 TRIG isolado em 1998
e 0 segmento M com origem no virus HLIN1 da pandemia de 2009. Os genes da hemaglutinina
(H1-61) destas amostras apresentaram uma taxa de similaridade entre sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos de 97,6% e 97,5%, respectivamente, quando comparados ao virus
H1-6 da vacina de subunidade. Coletivamente, os resultados encontrados sugerem que leitdes
neonatos e de creche do sistema de producdo estudado eram suscetiveis aos SIAV circulantes
nas granjas.

Abstract

Swine influenza virus is one of the agents involved in acute respiratory disease affecting swine,
with a zoonotic potential. Inactivated influenza vaccines in the United States have helped
reducing clinical disease, but their ability to protect against infection and on virus shedding have
been inconsistent, and reservoirs that allow the viral circulation are unknown. The objectives of
this study were to evaluate the level of influenza infection in neonatal and nursery pigs on a
farm using influenza vaccination in breeding females, determine the influenza subtype(s)
present in these pigs in the same production system and compare the influenza sequences
isolated and their phylogenetic relationship with the vaccine strains used in the sow herd. Four
farms from the same production system in Midwest United States using influenza virus
vaccination in the breeding females were selected. Samples were collected every other week, for
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a total of eight samplings. A hundred and thirty five nasal swab samples were collected in each
sampling, 540 per sampling and 4320 samples total. Oral fluid samples were collected from the
same group of piglets after transport to the nursery at approximately four weeks of age. Genetic
sequences were compared between influenza isolates and vaccine strains. SIAV was detected in
2.2% and 31% of pooled nasal swabs and oral fluid samples, respectively. HIN2 subtype was
the most prevalent for nasal swab and oral fluid samples, followed by H3N2 subtype. Two nasal
swab samples were submitted to complete genome sequencing and revealed they were a human
delta 1 HIN2 subtype (HIN2-51) with PB1, PB2, PA, NS e NP segments from TRIG H3N2
isolated in 1998 and M segment from pandemic H1N1 virus. HA gene was 97.6% and 97.5%
similar to the nucleotide and amino acid sequences compared to the H1-8 virus in the subunit
vaccine, respectively. Collectively, results suggest that neonatal and nursery pigs from the
production system were susceptible to SIAV circulating in the farms.

Introducéo

Influenza é uma doenca viral zoondtica que acarreta prejuizos econémicos e a salde de
humanos e animais em todo o mundo. Em suinos, o virus da influenza A (SIAV) é uma das
causas primarias de doenca respiratéria e um componente importante do complexo de doenca
respiratoria suina (PRDC). Trés diferentes subtipos do virus da influenza suina (HLIN1, HIN2 e
H3N2) circulam na populacdo de suinos em todo o mundo e os virus suinos tém origem e
caracterizacao distinta nos diferentes continentes (Vincent et al., 2008). Nos EUA, o virus esta
em constante circulagdo e acredita-se que cerca de 50% dos suinos possuam anticorpos contra
H1IN1 (Chambers et al., 1991) enquanto que, na Europa, os subtipos HIN1 e H3N2 se tornaram
endémicos em algumas regides com prevaléncia atingindo 80% e 58%, respectivamente (Van
Reeth et al., 2008).

Apesar de vacinas inativadas utilizadas nos Estados Unidos terem ajudado na redugéo da doenca
clinica, sua habilidade em proteger contra a infeccdo e seu efeito sobre a eliminacéo viral ainda
é inconsistente. Reservatorios que possibilitam a circulacdo endémica do SIAV sdo
desconhecidos e a prevaléncia do virus em populacbes de leitdes lactentes ndo é bem
caracterizada. Vacinas inativadas contra influenza usadas em rebanhos reprodutivos estimulam
a producdo de anticorpos, que sdo transferidos aos leitGes lactentes no colostro durante as
primeiras horas de vida (Choi et al.,, 2004). Anticorpos maternos podem proteger leitGes
neonatos e de creche da infec¢do pelo virus da influenza dependendo da quantidade e qualidade
dos anticorpos recebidos pelo colostro das porcas. A circulagdo viral em rebanhos reprodutivos
pode ocorrer devido a reinfecgdo de leites neonatos com niveis inadequados de anticorpos e,
além disso, leitdes infectados, mas sem doenca clinica, podem ser responsaveis pela transmissao
do SIAV aos outros leitdes (Allerson et al., 2013), uma vez que a imunidade colostral diminuiu
ao longo do ciclo de producéo (Liu et al., 2008).

Anticorpos adquiridos passivamente podem interferir com a resposta imune primaria
subsequente a vacinagdo contra influenza (Kitikoon et al., 2006) e estudos mostraram que
anticorpos maternos raramente previnem a doenga com o virus da influenza, mas podem
fornecer uma protecédo parcial (Loeffen et al., 2003). A falta de protecdo cruzada fornecida pelas
vacinas inativadas contra as amostras geneticamente diferentes que circulam nos Estados
Unidos pode contribuir para a reducdo da protecdo fornecida pelos anticorpos maternos
induzidos pela vacinacdo em suinos recém-nascidos. Existe chance de que a populacdo de
suinos esteja inadequadamente protegida e que esses animais possam servir como fonte de
infeccdo pelo virus da influenza em rebanhos suinos. No entanto, questdes como prevaléncia da
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infeccdo pelo virus da influenza em leitdes neonatos e de creche em rebanhos com circulagédo
endémica do virus, bem como a possibilidade de existir multiplos virus contribuindo para
infeccdes endémicas e como estes virus sdo detectados em populagbes ndo adequadamente
protegidas contra a infecgdo pelo virus da influenza ainda permanecem sem resposta.

Estudos recentes realizados na América do Norte com leitGes de creche identificaram multiplos
subtipos do virus da influenza em fluidos orais uma semana pds-desmame dentro de um sistema
de produgéo usando a rotina de vacinagéo contra influenza em animais de reprodugéo (Brown et
al, 2011, dados néo pulicados). Estes dados sugerem que o virus da influenza pode circular em
leitBes de creche com doenca subclinica, e virus da influenza similares podem estar circulando
endemicamente em um ndmero limitado de leites neonatos antes do desmame. No entanto,
permanece desconhecido se a circulagdo dos virus da influenza em suinos neonatos antes da
desmama € similar a circulacdo na creche e se 0s virus sdo geneticamente homogéneos ou
variaveis. Além disso, ndo se sabe se esses virus sao similares aos virus presentes nas vacinas
usadas no rebanho reprodutivo. Evidéncias da circulacdo do SIAV em animais de creche com
doenca subclinica sugerem que suinos neonatos podem ser uma populacdo sentinela, onde a
transmisséo inicial ocorre com potencial para a introducdo de novas variantes ou para a
ocorréncia de rearranjos entre virus circulantes, independente da presenca de anticorpos
maternos.

Os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar a ocorréncia de infeccdo pelo SIAV em leitBes
lactentes e de creche em granjas que utilizavam a vacinagdo contra influenza em rebanho
reprodutivo; 2) determinar os subtipos do SIAV presentes na populagéo de suinos lactentes e de
creche em um mesmo sistema de producdo e 3) caracterizar e comparar as sequéncias isoladas
das populagdes de leitbes lactentes e de creche e a relagdo filogenética com as amostras vacinais
utilizadas nos rebanhos.

Material e Métodos

- Animais e amostras

Quatro granjas (G1 a G4) produtoras de leitdes, com plantel variando entre 4200 e 6200 fémeas
e pertencentes a0 mesmo sistema de producdo no Meio-Oeste dos Estados Unidos foram
selecionadas para o estudo (Figura 2). As fémeas reprodutoras eram rotineiramente vacinadas
contra influenza suina com duas doses por via intramuscular (trés e seis semanas pré-parto) da
vacina comercial MaxiVac Excell® 5.0 (Merck Animal Health) contendo as amostras virais
H1N1-62, HIN1-y, H3N2- cluster 1 e H3N2- cluster IV, de acordo com o protocolo padréo
recomendado pelo fabricante. Uma semana antes do inicio da coleta das amostras, as granjas 1,
2 e 3 iniciaram a imunizagdo completa do rebanho reprodutivo com uma vacina de subunidade
autogena (VSA) contendo H3- cluster IV, H1- 51 e H1-y isolados do rebanho em 2012. Porcas
da G4 receberam uma Unica dose da VSA aproximadamente 15 dias ap6s as outras granjas.
Uma segunda dose desta vacina foi administrada somente em porcas da G1, G2 e G3
aproximadamente quatro semanas apds a primeira dose. As amostras foram coletadas a cada 15
dias em todas as granjas, no periodo de marco a maio e de julho a agosto de 2013, totalizando
oito coletas (Figura 16). Durante cada coleta, animais diferentes da coleta anterior eram
amostrados, de maneira que nenhum animal foi amostrado mais de uma vez durante o estudo.
Devido a um surto causado pelo virus da diarreia epidémica suina (PEDv) em diversas granjas
no Meio-Oeste dos Estados Unidos, as granjas que participaram do experimento decidiram, por
questbes de biosseguranca, suspender as coletas de amostras em maio e o experimento sé foi
retomado em julho de 2013.
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Vacinagdo fémeas 2° dose vacina 2° dose vacina
G4 GleG3 G2
25/03/2015 01/04/2015 15/04/2015
1\ N
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 Lote 8
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5 Coleta 6 Coleta 7 Coleta 8
Suabe nasal Suabe nasal Suabe nasal Suabe nasal Suabe nasal Suabe nasal Suabe nasal Suabe nasal

11-15/03/2013

25-29/03/2013

8-12/04/2013

22-26/04/2013

6-9/05/2013

8-12/07/2013

22-26/07/2013

5-9/08/2013

Vacinacao
fémeas
Gl,G2eG3
04/03/2015

2 senianas 2 sem:anas 2 semi‘mas 2 senianas 2 sem:;anas 2 sema:nas 2 sema:nas 2 sema%as
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5 Coleta 6 Coleta 7 Coleta 8
Fluido oral Fluido oral Fluido oral Fluido oral Fluido oral Fluido oral Fluido oral Fluido oral
Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7 Lote 8

Figura 16: Fluxograma de coleta de amostras de suabe nasal de leitBes neonatos e fluido oral de leitSes de creche nas quatro granjas do Meio- Oeste dos Estados Unidos.
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Amostras de suabe nasal de 135 leitdes com 12 a 17 dias de idade foram coletadas em cada
granja e em cada coleta, totalizando 540 amostras em cada semana de coleta e 4.320 amostras
no total. Cada suabe nasal era colocado em um tubo de 5ml contendo meio de transporte (meio
minimo essencial — MEM) e todos os tubos eram mantidos em gelo até o processamento no
laboratério. Todos os leitdes de uma mesma leitegada eram submetidos a coleta de suabe nasal
de forma que uma média de 10 a 13 leitegadas em cada granja eram amostradas durante cada
coleta.

Amostras de fluido oral foram coletadas dos mesmos grupos de leitdes ap6s a transferéncia
destes para a creche, quando os animais tinham aproximadamente quatro semanas de idade
(Figura 16). Cordas de algoddo de aproximadamente 1,3 metros com as pontas desfiadas foram
amarradas nas baias, onde permaneceram por cerca de 30 minutos para que 0s suinos pudessem
mastiga-las. Apos esse periodo, as cordas foram retiradas e colocadas em sacos plasticos para a
compressdo manual e retirada do fluido oral (Schaefer et al., 2013). Um total de trés a oito
amostras de fluido oral foram coletadas em cada semana por funcionarios das granjas. As
amostras de fluido oral eram enviadas congeladas e mantidas a -80°C até o0 momento do uso.

As amostras de suabe nasal eram homogeneizadas por cerca de cinco a 10 segundos em vortex,
filtradas em filtro de 0,22um e imediatamente transferidas para microtubos de 1,5 ml. Um total
de 200ul de trés amostras de suabe nasal consecutivas (pool) foi coletado em um novo
microtubo para posterior utilizacdo no teste de triagem para detecgdo de RNA viral, totalizando
45 pools de amostras em cada granja e em cada coleta e 1440 pools no total. Todas as amostras
originais e 0s pools de suabe nasal foram mantidas a -80°C até o momento do uso. O
processamento das amostras e 0s demais testes referentes a este estudo foram realizados no
laboratério de Pesquisa em Influenza Suina do Animal Research Center (ARS), localizado no
National Animal Disease Center (NADC), United States Department of Agriculture (USDA),
Ames, lowa, Estados Unidos.

- Extracao do RNA viral

Todas os pools de suabe nasal e fluido oral foram submetidos ao processo de extragdo de RNA
por meio de um kit comercial (MagMAX™ Viral RNA Isolation Kit, Life Technologies) e
utilizando o equipamento MagMAX™ Express-96. O processo foi realizado de acordo com
recomendacdes do fabricante. Apos o processo de extracdo, as amostras foram mantidas a -80°C
em placas de 96 pocos até 0 momento do uso.

- Deteccdo de RNA viral por RT- PCR em tempo real e subtipagem

Os pools de suabe nasal de leitGes neonatos e as amostras de fluido oral de leitdes de creche
com aproximadamente quatro semanas de idade foram submetidos a uma triagem por RT-PCR
em tempo real por meio do uso do kit Vet MAX ™-Gold SIV Detection (Ambion, Austin, Texas,
USA) para avaliagdo da presenca do virus da influenza. Amostras com valores de Ct< 38 foram
consideradas positivas.

Teste de subtipagem foi realizado em amostras individuais de suabe nasal de todos os pools
positivos na triagem através da RT-PCR em tempo real com o uso do kit Vet MAX ™- SIV
Subtyping RNA (Ambion, Austin, Texas, USA). Amostras com valores de Ct< 35 foram
consideradas positivas e 35.0 < Ct < 38.0 foram consideradas suspeitas.
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Amostras positivas na triagem foram também submetidas a uma RT-PCR em tempo real para a
detec¢cdo dos genes da matriz do virus pandémico (pM) e do gene da matriz do virus TRIG
Norte Americano. Valores de Ct< 40.0 foram considerados positivos (Harmon et al., 2010).

- Isolamento viral

Amostras de suabe nasal positivas na PCR de triagem foram submetidas ao processo de
isolamento viral. Placas de cultivo celular de 48 pogos contendo monocamada confluente de
celulas (MDCK) foram lavadas trés vezes com tampéo fosfato salino (PBS, NaCl 137 mM, KClI
2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 mM, pH7,4) e 200ul de amostra foram adicionados a
cada poco. Apos incubacdo por uma hora em estufa de CO, a 5%, a uma temperatura de 37°C,
MEM suplementado com antibidticos (200U/mL de penicilina, 200ug/mL de estreptomicina e
1,25pg/mL de anfotericina B), tripsina TPCK (1pg/mL) e albumina sérica bovina foi adicionado
a cada poco e as placas foram incubadas por 48 horas ou até as amostras apresentarem efeito
citopético (CPE), caracterizado por arredondamento de células, formagéo de grumos e lise da
monocamada (OIE, 2010). O sobrenadante foi recolhido e submetido & técnica de
hemaglutinacdo (HA). Amostras que apresentaram hemaglutinagdo positiva foram consideradas
positivas e na auséncia de hemaglutinacdo, uma nova passagem em MDCK foi realizada.

O isolamento a partir de amostras de fluido oral positivas na PCR de triagem foi realizado em
garrafas de 25cm? com monocamada confluente de MDCK. Os procedimentos realizados
seguiram o mesmo protocolo de isolamento utilizado para suabe nasal, com algumas
modifica¢des. Amostras de fluido oral foram submetidas a centrifugacdo a uma velocidade de
1500 x g por 10 minutos, a 4°C e 300l do sobrenadante foram utilizados para inocular cada
garrafa de cultivo celular, que foram previamente lavadas com PBS. Apds o periodo de
incubacdo, o indculo foi retirado da garrafa e estas foram novamente lavadas trés vezes com
PBS. Finalmente, MEM suplementado foi adicionado a cada garrafa, que permaneceu em estufa
de CO,a 5%, a uma temperatura de 37°C por até sete dias, ou até as garrafas apresentarem CPE.
O sobrenadante foi submetido ao teste de HA e amostras negativas foram submetidas a uma
nova passagem em cultivo celular. Amostras positivas no isolamento viral foram armazenadas a
-80°C até momento do uso.

- Sequenciamento completo do genoma

Cinco amostras de suabe nasal e cinco amostras de fluido oral foram selecionadas para o
sequenciamento completo do genoma do virus da influenza. Para amostras de suabe nasal, duas
amostras positivas no isolamento viral e com os maiores titulos virais no teste de inibigdo da
hemaglutinacdo foram selecionadas. As trés amostras restantes de suabe nasal foram
selecionadas considerando-se os valores de Ct < 32 no teste de RT- PCR para subtipagem. Para
fluido oral, amostras com diferentes subtipos € com valores de Ct < 30 no teste de RT- PCR de
triagem e com valores de Ct < 32 no teste de RT- PCR para subtipagem foram selecionadas.
Todas as amostras selecionadas foram submetidas ao sequenciamento completo do genoma pela
plataforma lon Personal Genome Machine™ (PGM™) System, de acordo com Bowman et
al.,(2014). Resumidamente, todos os segmentos das amostras selecionadas foram submetidos a
amplificacdo por PCR, seguido da purificacdo do cDNA e preparacdo das bibliotecas utilizando
o kit lon Plus Fragment Library kit (Life Technologies), com posterior dilui¢cdo e agrupamento
das bibliotecas para amplificacdo. O DNA foi submetido ao sequenciamento e as sequéncias
obtidas foram montadas usando procedimentos padrdes. Estas sequéncias foram combinadas
com todas as sequéncias originais com segmentos completos do virus da influenza de suinos da
América do Norte disponiveis no Resource Database (Squires et al., 2012). Sequéncias do gene
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da hemaglutinina foram e alinhadas usando Clustal W. A anélise filogenética foi realizada pelo
método de distancia Neighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987) utilizando o modelo de diferenca de
nucleotideos através do software MEGA 4.0.2 (Tamura et al., 2011). Foi utilizado teste de
bootstrap de 1000 replicatas e os valores acima de 60 foram indicados no nodulo
correspondente (Tamura et al., 2011).

Resultados

- Deteccdo do RNA viral e subtipagem

SIAV foi detectado em 2,2% dos pools de suabe nasal (32/1.440) e a maioria das amostras de
suabe nasal positivas foram detectadas nas duas primeiras coletas. G2 foi a granja com maior
percentual de amostras positivas, seguida por G1 e ndo houve detec¢do viral em amostras de
suabe nasal na G2 nas seis coletas restantes.

A avaliagdo dos subtipos nas amostras individuais de suabe nasal revelou 1,8% das amostras
com subtipo detectavel (76/4.320) e 0,2% das amostras (9/4.320) com valores de Ct
classificados como suspeitos. A distribuicdo de amostras positivas no teste de subtipagem em
cada granja pode ser vista na Tabela 2. De uma forma geral, 56 amostras eram do subtipo
H1INZ2, trés H3N2, 12 amostras foram identificadas como um mix de infec¢do pelos subtipos
H1/H3 e cinco amostras foram positivas somente para o subtipo N2, sugerindo que o virus
estava presente em baixas quantidades nestas amostras, afetando assim a sensibilidade da
detecgdo das hemaglutininas. Dentre 0s nove suabes nasais classificados como suspeitos cinco
eram do subtipo HINZ2, dois tiveram somente a hemaglutinina H1 detectada e os outros dois
tiveram somente a H3 detectada. O maior nimero de amostras com subtipos HIN2, H3N2 e
infeccbes mistas foi em Cl e C2, correspondendo ao periodo quando leitdes lactentes
apresentaram doenca clinica sugestiva de infeccdo pelo virus da influenza. O subtipo viral
H1N2 foi o Unico detectado nas granjas 1, 3 e 4, com exce¢do de um H3 classificado como
suspeito encontrado na G1 em C7. A G2 foi a Unica a apresentar infecgcGes mistas em amostras
de suabes nasais com 0s subtipos HIN2 e H3N2. O gene da matriz do virus pandémico (pM) foi
detectado em 32,9% (25/76) das amostras positivas na triagem. Nenhuma amostra de suabe
nasal avaliada apresentou o gene da matriz do virus TRIG Norte Americano.

As amostras de fluido oral foram coletadas por funcionérios das granjas e variaram em
quantidade entre as quatro localidades. Um total de 158 amostras foi enviado pelas quatro
granjas e destas, 31% apresentaram o virus da influenza pelo teste de triagem na RT-PCR em
tempo real. Similar aos resultados encontrados para suabes nasais, G2 apresentou 0 maior
nimero de amostras de fluido oral positivas (51% - 25/49). As granjas 1, 3 e 4 demonstraram
aproximadamente 14,2%, 10,2% e 24,5% de amostras de fluido oral positivas para SIAV,
respectivamente. Das amostras de fluido oral positivas no teste de triagem, 28,6% (14/49) eram
do subtipo HIN2, 6,1% (3/49) eram do subtipo H3N2 e 16,3% (8/49) tiveram somente a
neuraminidase N2 detectada na RT-PCR em tempo real para deteccdo dos subtipos virais
(Tabela 2). Um total de 18,4% (9/49) dos fluidos orais positivos foram considerados suspeitos
no teste de subtipagem, sendo que seis amostras foram suspeitas para HIN2, uma para H3N2 e
duas tiveram resultados suspeitos para infeccBes mistas de H1/H3. Aproximadamente 30,6%
(15/49) das amostras de fluido oral positivas no teste de triagem ndo tiveram o subtipo
detectavel. Nenhuma amostra positiva no teste de triagem nas granjas 1 e 3 tiveram o subtipo
detectado. Em geral, amostras de fluido oral apresentaram elevados valores de Ct, sugerindo
limitada concentracdo viral. Somente 20,5% (8/49) das amostras positivas no teste de triagem
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Tabela 2: Relagéo de amostras de suabe nasal e fluido oral positivos para o virus da influenza nos testes de subtipagem, isolamento viral e sequenciamento
completo do genoma provenientes das quatro granjas do Meio-Oeste dos Estados Unidos.

Suabe nasal Fluido oral Isolamento viral Sequenciamento completo
H1N2 H3N2 H1/H3 N2 H1N2 H3N2 H1/H3 N2
Gl 8 - - - - - - - - -
G2 45 3 12 4 13 - - 8 14* 2*
G3 1 - - 1 - - - - - -
G4 2 - - ; ; 3 ] ) ] .
Total 56 3 12 5 13 3 - 8 14 2

*Somente amostras de suabe nasal foram positivas no teste de isolamento viral e sequenciamento completo do genoma.
- Auséncia de amostras positivas
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tiveram valores de Ct< 30.0, o que pode interferir no sucesso do isolamento ¢ sequenciamento
viral. Diferente do que ocorreu com as amostras de suabe nasal, nenhuma amostra de fluido oral
do subtipo H3N2 foi detectada na G2. Por outro lado, nenhuma amostra do subtipo H3N2 foi
detectada em suabes nasais na G4.

Na avaliacdo do gene da matriz viral, 51% (25/49) das amostras de fluido oral positivas na
triagem demonstraram o0 gene pM, sendo que estas amostras eram provenientes somente das
granjas 2 e 4. Trés amostras da G4 apresentaram o0 gene da matriz do virus TRIG e estas
amostras foram provenientes da terceira semana de coleta (C3). Vinte e uma amostras foram
negativas para ambos 0s genes avaliados. A presenca de amostras de suabe nasal e fluido oral
negativas para ambos 0s genes da matriz do TRIG e pM pode estar relacionada a auséncia de
quantidade adequada de virus na amostra.

- Isolamento viral

Amostras individuais dos pools de suabe nasal e amostras de fluido oral positivas ha PCR de
triagem foram submetidas ao isolamento viral. Um total de 96 amostras de suabe nasal
provenientes dos 32 pools foram inoculados em monocamada confluente de MDCK e
aproximadamente 14,6% (14/96) das amostras foram positivas na segunda passagem,
apresentando ECP em até 48 horas pds-inocula¢do. Todas as amostras eram provenientes da G2,
referentes a segunda coleta (C2) e do subtipo HLIN2. Nenhum virus foi isolado de amostras das
granjas 1, 3 e 4. Com relacdo as amostras de fluido oral positivas na PCR para triagem,
nenhuma apresentou virus viavel capaz de causar efeito citopatico em cultivo celular de MDCK.

- Sequenciamento completo do genoma

Todas as amostras de suabe nasal submetidas ao sequenciamento completo do genoma viral
eram do subtipo HLN2. Dentre as cinco amostras selecionadas, trés eram provenientes da G2 e
as duas restantes eram provenientes da G1 e G3. As amostras utilizadas a partir do isolamento
viral apresentaram titulos de 256UHA e 512 UHA na segunda passagem em cultivo celular.
Para o sequenciamento completo do genoma do virus da influenza a partir de fluido oral, duas
amostras do subtipo H3N2 foram provenientes da G4, engquanto que as trés amostras restantes
eram da G2, sendo uma H3N2 e duas H1N2.

Entre as 10 amostras selecionadas somente as duas amostras de suabe nasal provenientes da
segunda passagem em células apresentaram resultados de leitura suficientes para montar as
sequéncias de genes completas. A caracterizacdo de cada segmento para as duas amostras
sequenciadas pode ser visto na Tabela 3. Andlises das sequéncias obtidas revelaram que as duas
amostras eram do subtipo H1N2 delta 1 (Figura 17) de origem humana que emergiu em 2004
apos o rearranjo entre 0 HIN2 humano e o H3N2 TRIG (possui a hemaglutinina H1 do virus
humano e a N2 do virus suino).

Tabela 3: Caracterizacdo dos oito segmentos genéticos do virus da influenza provenientes do
sequenciamento completo das duas amostras de suabe nasal com isolamento positivo para o virus da
influenza A isoladas da G2.

Amostra HA1 N2 PB2 PB1 PA NP M NS
1 Delta 1 2002 TRIG TRIG TRIG TRIG Pandémico TRIG
2 Delta 1 2002 TRIG TRIG TRIG - Pandémico TRIG

- ndo foi possivel sequenciar
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Os genes da hemaglutinina (H1-31) das amostras submetidas ao sequenciamento apresentaram
uma taxa de similaridade entre sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de 97,6% e 97,5%,
respectivamente, quando comparados ao virus H1-6 da vacina de subunidade.

Discussao

A deteccdo do SIAV variou dentro da mesma granja e entre granjas. No entanto, a reduzida
deteccdo viral nas amostras sugerem que quantidades do virus podem ndo ter sido suficiente
para uma deteccdo consistente pela técnica de RT-PCR nas populagBes estudadas, ou que ja
havia passado a fase aguda da infec¢do nas granjas. O diagnostico clinico da influenza suina em
leitBes lactentes é dificil e os dados obtidos neste estudo sugerem que pode ser necessaria a
analise de um grande ndmero de amostras para confirmar a presenca do SIAV nas granjas. E
aceitavel que os métodos de diagndstico ndo detectem exatamente todos os animais que foram
amostrados, apesar de o SIAV ter sido identificado pelo menos uma vez durante as coletas em
cada granja. E muito dificil avaliar o impacto da infeccdo do SIAV endémico nas granjas. No
entanto, a presenca do virus nos mesmos grupos de leitdes na fase de creche duas semanas apds
a coleta inicial sugere que o virus foi transmitido de leitGes lactentes para baias adjacentes de
leitdes suscetiveis ou virus externos foram introduzidos durante o transito de animais da
maternidade para a creche ou ap6s a chegada destes nos galpdes de creche.

O uso de fluido oral coletado em baias de suinos coletivas é uma técnica que vem sendo muito
utilizada em levantamentos epidemioldgicos por ser sensivel, barata e por facilitar o
monitoramento de um maior nimero de animais e de patdgenos detectados (Detmer et al., 2011;
Romagosa et al., 2011). Neste estudo, a prevaléncia do SIAV em fluidos orais provenientes de
leitGes de creche foi elevada quando comparada aos leitdes lactentes. Cada amostra de fluido
oral representa um grande nimero de suinos, o que pode ter influenciado o nivel de detec¢do
viral nessas amostras. Consistente com o0s resultados encontrados para suabe nasal, G2
apresentou o maior nimero de amostras de fluido oral infectadas pelo SIAV gquando comparado
com as outras granjas. Além disso, virus do subtipo H3 foi detectado em amostras de fluido oral
da G4, ao contrario do que aconteceu com as amostras de suabe nasal, onde somente virus do
subtipo H1 foram encontrados nesta granja. Curiosamente, titulos inibidores da hemaglutinagdo
contra o virus do subtipo H3 cluster IV em leitdes lactentes foram menores na G4 (Capitulo 2) e
podem sugerir a baixa prote¢do. Além disso, virus H3 com o gene da matriz do TRIG foram
detectados nas primeiras semanas de coleta de amostras na G4 e um H3 com o gene da matriz
do virus pandémico foi detectado no final das coletas, sugerindo a introdugdo de um virus
potencialmente rearranjado. Diversos virus foram detectados em amostras de fluido oral como
suspeitos, o que ndo é incomum. Fluidos orais podem conter baixas concentragdes do virus
influenza, comprometendo o isolamento e sequenciamento virais. A dificuldade em isolar o
SIAV de amostras de fluido oral j& foi observada em outros estudos (Wills et al., 1997; Detmer
etal., 2011, Romagosa et al., 2011). Titulos virais em fluido oral podem ser afetados pelo tempo
entre a coleta e 0 processamento e por artefatos presentes nas amostras (Romagosa et al., 2012),
prejudicando assim o isolamento do virus em cultivo celular.

Uma semana antes do inicio das coletas, as granjas 1, 2 e 3 iniciaram 0 uso de uma vacina de
subunidade contendo as amostras virais H3- cluster IV, H1- 81 e H1l-y em todo o rebanho
reprodutivo. Nas duas primeiras semanas de coleta, leites neonatos da G2 apresentavam sinais
clinicos sugestivos da infecgdo pelo SIAV e amostras de suabe nasal confirmaram a presencga do
virus no momento do surto de doenca respiratoria observado nessa granja. Os subtipos virais
detectados por RT-PCR na G2 incluiram H1N2 e H3N2 e ap6s a segunda semana de coleta,
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Figura 17: Arvore filogenética construida com base no sequenciamento do gene da hemaglutinina (HA) pelo método Neighbor-joining (usando a diferenca de nucleotideos)
com repeticdo de bootstrap de 1000 por meio do software Mega 4.0.2. Somente valores de bootstrap maiores que 60% estéo representados. Triangulo fechado: amostras
virais usadas na producao da vacina autdgena utilizada pelas granjas estudadas. Circulo fechado: amostras virais isoladas de suabes nasais das granjas estudadas.
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todas as amostras de suabe nasal foram negativas para o SIAV até o final do estudo. Fatores
como rapida variacdo genética viral e circulacdo de diferentes amostras virais em granjas de
suinos faz com que a utilizacdo de vacinas autégenas seja cada vez maior nos Estados Unidos.
Essas vacinas sdo preparadas a partir de amostras de virus isoladas do proprio rebanho (Vincent
et al., 2008) promovendo assim uma protecdo mais especifica contra os virus que circulam no
rebanho, uma vez que a protecdo contra virus heter6logos é parcial ou nula (Cox et al., 2004).
As amostras virais do HIN2 que circulavam na G2 durante a observacao de doenca clinica eram
muito semelhantes & amostra viral da vacina de subunidade (H1- 81) utilizada no rebanho
reprodutivo como medida preventiva da influenza suina. Assim, a reducéo na doenga clinica a
partir da segunda semana de coleta, seguida pela auséncia de deteccdo viral em amostras
provenientes de leitdes neonatos no mesmo periodo sugerem que a vacina de subunidade
forneceu uma boa protecao aos leitdes via colostro, ajudando no controle da doenga ao longo do
estudo.

Os resultados encontrados sugerem que leitdes de creche do sistema de produgéo estudado eram
suscetiveis aos SIAV circulantes nas coletas 1 e 2 e podem ndo apresentar niveis de anticorpos
passivos residuais adequados para a protecdo ao longo do periodo de creche. No entanto, a
introducdo de SIAV antigenicamente distintos pode ocorrer independente dos niveis de
anticorpos maternos nestes animais. Além disso, os resultados sugerem que leitbes lactentes
podem servir de reservatorios do SIAV ao longo do sistema de produgdo em granjas com
imunidade inadequada contra o virus e medidas de controle visando uma maior protecdo dos
animais torna-se extremamente importante nesses rebanhos. Neste sentido, a utilizacdo de
vacinas de subunidades em rebanhos reprodutivos suinos pode ser de grande utilidade, uma vez
gue a imunidade fornecida pelos anticorpos maternos sera mais especifica, aumentando o
sucesso no controle e prevengdo da doenca clinica nos rebanhos.

Conclusodes

Diferentes subtipos do SIAV podem circular e causar doenca em populagdes de leitdes lactentes
em granjas que utilizam a vacinac¢do no rebanho reprodutivo. Além disso, esses leitdes podem
servir de reservatorios do SIAV ao longo do sistema de producdo em granjas com imunidade
inadequada contra o virus e a introducdo de virus antigenicamente diferentes ou o rearranjo
entre virus circulantes pode ocorrer independente do nivel de protecdo desses animais.
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CAPITULO 4: DISTRIBUICAO DE ANTICORPOS CONTRA O VIRUS
INFLUENZA EM SUINOS EM GRANJAS DE CICLO COMPLETO DE MINAS
GERAIS*

Resumo

O virus da influenza suina A (SIAV) foi identificado em suinos no Brasil em 1974 e ap6s o
surgimento do virus pandémico HIN1 em 2009 (H1N1pdm09), poucos estudos reportaram a
presenca do virus da influenza em rebanhos suinos. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil
sorolégico para o virus da influenza em granjas de ciclo completo no estado de Minas Gerais,
Brasil. Trinta granjas sem historico de vacinagdo para influenza suina pertencentes as quatro
maiores mesorregides produtoras de suinos em Minas Gerais (Zona da Mata, Triangulo
Mineiro/Alto Paranaiba, Sul/Sudoeste e Regido Metropolitana de Belo Horizonte) foram
selecionadas. Amostras de sangue foram coletadas aleatoriamente de 20 animais por categoria
do ciclo de produgdo: fémeas de reprodugdo (porcas e marrds), leitdes de maternidade (2-3
semanas), leitbes de creche (4-7 semanas), leitdes de recria (8-14 semanas) e animais de
terminacéo (15-16 semanas), totalizando 100 amostras por granja e 3.000 animais no estudo. As
amostras foram testadas pela técnica de inibicdo da hemaglutinag&o contra o virus HIN1 pdm09
e contra 0 H3N2 suino (A/swine/lowa/8548-2/99). Os percentuais de animais soropositivos para
HIN1pdm09 e H3N2 foram 26,23% e 1,57%, respectivamente, e 0s percentuais de rebanhos
positivos para ambos os virus foram 96,6% e 13,2%, respectivamente. Os perfis soroldgicos
foram diferentes para ambos os virus e entre as &reas estudadas, sugerindo uma elevada
variabilidade na circulacdo viral no estado de Minas Gerais. Além disso, a presenca de animais
soronegativos sugere suscetibilidade a infeccdo pelo virus da influenza, aumentando a
possibilidade de surtos de doenca respiratoria nos rebanhos.

Abstract

Swine influenza A virus (SIAV) has been identified in pigs in Brazil since 1974 and after the
emergence of pandemic HIN1 in 2009 (H1N1pdmO09), few studies reported the presence of
influenza virus in Brazilian herds. The objective of this study was to evaluate the serological
profile for influenza virus in farrow-to-finish pig farms in Minas Gerais state, Brazil. Thirty
farms with no SIAV vaccination history were selected from the four largest pig production areas
in Minas Gerais state (Zona da Mata, Tridngulo Mineiro/Alto Paranaiba, South/Southwest and
Belo Horizonte metropolitan area). At each farm, blood samples were randomly collected from
20 animals in each production cycle category: breeding females (sows and gilts), farrowing
crate (2-3 weeks), nursery (4—7 weeks), grower pigs (8-14 weeks), and finishing pigs (15-16
weeks), with 100 samples per farm and a total of 3,000 animals in the study. The samples were
tested by hemagglutination inhibition assay against H1N1pdm09 and H3N2 SIAV
(A/swine/lowa/8548-2/99) reference strain. The percentages of seropositive animals for
HIN1pdm09 and H3N2 were 26,23% and 1,57%, respectively, and the percentages of
seropositive herds for both viruses were 96,6% and 13,2%, respectively. The serological
profiles differed for both viruses and among the studied areas, suggesting a high variability of
virus circulation around the state, as well as the presence of seronegative animals susceptible to
influenza infection and, consequently, new respiratory disease outbreaks.
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Introducéo

O SIAV causa doenca aguda respiratoria que afeta suinos no mundo todo. A infeccdo pelo
SIAV ¢ caracterizada por febre, reducdo na ingestdo alimentar, estresse respiratério, tosse,
espirros, conjuntivite e descarga nasal (Alexander e Brown, 2000; Richt et al., 2003). A
gravidade da doenca é afetada por diversos fatores, incluindo amostra viral, mas o inicio da
doenca é tipicamente repentino. O periodo de incubacdo é de um a trés dias, com recuperacao
rapida iniciando entre quatro a sete dias ap6s o inicio dos sinais. A doenca € caracterizada por
alta morbidade e geralmente baixa mortalidade (Vincent et al., 2008).

Os virus influenza A sdo membros da familia Orthomyxoviridae, com 80-120 nm e genoma
RNA de fita simples segmentado (Vincent et al, 2008). O genoma segmentado do virus da
influenza permite rearranjos entre diferentes virus em células infectadas com dois ou mais virus
influenza diferentes e a troca de segmentos entre os virus permite a formacdo de progénie
contendo novas combinagfes de genes (Vincent t al., 2008). As glicoproteinas de superficie
viral hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) s@o os principais alvos da resposta imune do
hospedeiro e sdo importantes para a especificidade ao hospedeiro e viruléncia (Nicholls et al.,
2008). A HA se liga ao receptor cellular N- acetilneuraminico &cido- 2,3- galactose ou N-
acetilneuraminico 4acido-2,6- galactose para virus aviarios e mamiferos, respectivamente
(Rogers e Paulson, 1983). Suinos sdo considerados um potencial sitio de mistura para a
ocorréncia de rearranjos virais ou “mixing vessel”, uma vez que possuem receptores celulares
para virus aviarios e humanos (Ito, 2000).

Em 2009, um novo virus influenza emergiu na populagdo humana. O virus pandémico HIN1
(HIN1pdm09), que possui um genoma Unico com seis segmentos (PB1, PB2, PA, HA, NP e
NS) provenientes do virus suino de rearranjo triplo da América do Norte e os segmentos M e
NA derivados da linhagem suina dos virus da Eurasia (Dawood et al., 2009), nunca havia sido
identificado em suinos anteriormente. Imediatamente apds a emergéncia do HIN1pdm09 em
humanos, surtos em suinos foram relatados em varios paises (Vincent et al, 2014).

O Brasil é o quinto maior produtor de suinos e quarto maior exportador de carne suina. A
producdo de suinos é de grande importancia para a economia do pais. No entanto, existem
poucos estudos investigando a presenga de anticorpos contra SIAV ou a presenca de isolados
em rebanhos suinos. O virus da influenza foi inicialmente isolado no Brasil em 1974, em um
suino proveniente de uma granja no estado de Minas Gerais (Cunha et al., 1978). Brentano et al.
(2002) relataram baixa prevaléncia de anticorpos contra os subtipos HIN1 e H3N2 em suinos de
10 estados brasileiros entre 1996 e 1999. Estudos adicionais demonstraram prevaléncia de
anticorpos contra virus influenza humanos (Mancini et al., 2006) e suinos (Rajao et al., 2013a)
no sudeste do Brasil. Um estudo de soroprevaléncia no Parana demonstrou que 46% das granjas
amostradas apresentaram anticorpos anti-H3N2 e a prevaléncia de anticorpos contra o virus
H3N2 humano nestes suinos foi de 20% (Caron et al., 2010).

Apobs a pandemia de 2009, poucos estudos relataram a presenca do SIAV em rebanhos suinos
(Schaefer et al., 2011; Rajdo et al., 2013b). Pouco se sabe sobre a prevaléncia de anticorpos
contra o virus da influenza suina em rebanhos brasileiros. No Brasil, a vacina contra influenza
em suinos foi licenciada em Maio de 2014 e antes disso, a presenca de anticorpos anti-influenza
em suinos estava relacionada somente com infeccdo natural. Recentemente, surtos de doenca
respiratoria foram relatados no pais (Ciacci-Zanella et al., 2011) e a vacina representa uma
importante ferramenta para reduzir perdas econémicas.
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Anadlises de perfil soroldgico podem fornecer informacBes sobre a circulagdo viral e podem
ainda ser Uteis para a implementacdo de estratégias de vacinacao e medidas de controle efetivas
de acordo com as caracteristicas de cada rebanho. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar o perfil sorolégico para o virus da influenza em suinos em granjas de ciclo completo em
Minas Gerais.

Material e Métodos

- Amostras

O estudo foi realizado entre Maio e Agosto de 2012. A selecdo de rebanhos e animais foi feita
pelo método de amostragem em estagios multiplos, por meio da utilizacdo de fichas de
cadastros para a selecdo em estdgios sucessivos (Dohoo et al., 2003). Todas as granjas
amostradas eram devidamente registradas no 6rgdo responsavel pela vigilancia sanitaria do
estado (Instituto Mineiro de Agricultura — IMA) e pertenciam as quatro principais mesorregites
produtoras de suinos em Minas Gerais. O calculo do nimero de granjas dentro de cada
mesorregido foi feito por amostragem estratificada proporcional, uma vez que a distribuicéo de
granjas de ciclo completo ndo é uniforme (Garcia e Gongalves, 2012) e de modo
que cada repeticdo teve peso maximo de 3,33% na amostra (Sampaio, 2010), em virtude da
resposta ser expressa em percentual. Dessa forma foram selecionadas nove granjas na Zona da
Mata, seis granjas na regido do Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba, nove granjas na regido
Sul/Sudoeste e seis granjas na regido Metropolitana de Belo Horizonte (Figura 18), totalizando
30 granjas que correspondem a aproximadamente 2,4% dos rebanhos do estado.

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo da veia jugular e centrifugadas para a obtengdo
do soro, que foi mantido a -20°C até 0 momento do uso. As amostras foram aleatoriamente
coletadas de 20 animais por categoria do ciclo de producdo: fémeas de reprodugdo (porcas e
marras), leitbes de maternidade (2-3 semanas), leitGes de creche (4-7 semanas), leitGes de recria
(8-14 semanas) e animais de terminacdo (15-16 semanas), totalizando 100 amostras por granja e
3.000 animais no estudo. Todas as granjas eram de ciclo completo, sem historico de vacinagdo
contra influenza ¢ a maioria delas realizavam o Sistema de manejo “todos dentro- todos fora”.
Os rebanhos variavam entre 160 e 1950 matrizes e trés granjas relataram a ocorréncia de surto
de doenca respiratoria entre trés e seis meses antes da coleta. O estudo foi aprovado pelo comité
de ética da Universidade Federal de Minas Gerais e todos os proprietarios permitiram a
realizagéo das coletas e utilizag&o dos soros.

- Virus e controles

Todas as amostras foram testadas para a presenca de anticorpos contra a amostra viral
pandémica HIN1 (A/swine/Brazil/11/2009) e H3N2 suino (A /swine / lowa /8548-2 /99). Os
mesmos virus foram usados na retrotitulacdo durante o teste de inibicdo da hemaglutinacdo e
tampdo fosfato salino (PBS, NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 mM,
pH7,4) foi utilizado como controle negativo.

- Inibicéo da hemaglutinacéo

O teste de inibicdo da hemaglutinagéo (HI) foi realizado como previamente descrito por WHO
(2002). Os soros foram utilizados na diluigéo inicial de 1:20 e diluicdo seriada na base dois foi
realizada em PBS até a diluigdo final 1:640 em placas de fundo “V” com 96 pogos. Titulos de
anticorpos de cada amostra foram determinados como a reciproca da maior dilui¢do na qual
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nenhuma hemaglutinacdo foi observada. Amostras com titulos inibidores da hemaglutinacéo
iguais ou maiores que 40 foram consideradas positivas. Os titulos foram classificados como <
20= negativo; 40-80= baixo; 160-320= médio; >640= alto. Os valores foram expressos pela
media dos titulos de anticorpos transformados em log,(titulo/10). Um rebanho foi considerado
positivo quando pelo menos um animal foi soropositivo no teste de inibicdo da hemaglutinagéo.

j‘
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m ¥

Figura 18: Mapa do estado de Minas Gerais mostrando todas as areas amostradas no estudo e o nimero de granjas
selecionadas em cada area. 1= Regido Metropolitana de Belo Horizonte; 2= Zona da Mata; 3= Sul/Sudoeste; 4=
Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba. N= nimero de granjas amostradas em cada area

Resultados

Os percentuais de animais apresentando anticorpos contra HIN1pdm09 e H3N2 foram 26.23%
e 1.53%, respectivamente, considerando as 3000 amostras testadas no ensaio de inibi¢do da
hemaglutinacdo. O percentual de rebanhos soropositivos para ambos os virus foi 96.6% e 10%,
respectivamente. Os resultados encontrados no teste de inibicdo da hemaglutinagdo em cada
area amostrada durante o estudo e por virus podem ser vistos na Tabela 4.

O nUmero de animais soropositivos para HIN1pdm09 variou entre as granjas amostradas. O
perfil sorolégico para este antigeno em cada area estudada pode ser visto na Figura 19. Uma
granja pertencente a regido Sul/Sudoeste (G16) apresentou a média de titulos de anticorpos
contra HIN1pdm09 maior na categoria de leitbes de maternidade quando comparada ao grupo
de fémeas de reproducédo. Tal situagcdo também ocorreu em duas granjas pertencentes a regido
da Zona da Mata (G10 e G15). Os perfis soroldgicos da regido Metropolitana de Belo
Horizonte, Sul/Sudoeste e Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba seguiram o padrdo de perfis
sorolégicos nos quais as médias dos titulos de anticorpos nas categorias de fémeas de
reproducdo séo maiores e diminuem ao longo de oito a 14 semanas de idade, quando geralmente
ocorre a soroconversdo pela infec¢do natural. Por outro lado, os perfis soroldgicos da Zona da
Mata mostraram grande variacao, e em algumas granjas, a Soroconversdo ocorreu precocemente,
entre quatro e sete semanas de idade. Além disso, algumas granjas apresentaram anticorpos anti-
HIN1 detectdveis em todas as idades avaliadas e as médias de titulos de anticorpos nédo
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atingiram valores negativos, sugerindo que o virus circulou recentemente ou era endémico em
todas as categorias do ciclo de produgéo destas granjas. De forma semelhante, G10 apresentou
médias de titulos de anticorpos relativamente constantes ao longo do ciclo de producdo,
sugerindo circulagdo viral em todas as categorias. Em contraste, nenhum animal das categorias
amostradas na G8 apresentou anticorpos anti-H1N1pdmQ9, sugerindo que o virus néao
circulava naquele rebanho no momento amostrado.

Tabela 4: Percentual de soropositividade para HIN1pdmO09 e H3N2 nos rebanhos e animais amostrados
em todas as &reas estudadas em Minas Gerais, Brasil.

Areas H1N1pdm09 H3N2
Rebanhos Animais Rebanhos Animais
Positivo (%)* Positivo (%)** Positivo (%)* Positivo (%)**
1 6/6 (20%) 95 (3,17%) 1/6 (3,3%) 18 (0.6%)
2 8/9 (26.6%) 348 (11,6%) 1/9 (3,3%) 2 (0.07%)
3 9/9 (30%) 190 (6,33%) 0 0
4 6/6 (20%) 154 (5,13%) 1/6 3,33%) 26 (0.86%)
Total 29/30 (96,6%) 787 (26,23%) 3/30 (10%) 46 (1.53%)

*numero de rebanhos soropositivos/total de granjas da mesorregido (% sobre o total de 30 granjas)

**nimero de animais soropositivos (% sobre o total de 3000 animais)

1= Regido Metropolitana de Belo Horizonte; 2= Zona da Mata; 3= Sul/Sudoeste; 4= Triangulo Mineiro/Alto
Paranaiba

O percentual de anticorpos anti- HLN1pdmO09 em cada categoria do ciclo de produgdo também
variou entre as granjas e as regides estudadas (Figura 20). Na G30, pertencente a regido do
Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba, somente fémeas de reproducdo apresentaram anticorpos
contra HIN1pdm09, enquanto que todas as outras categorias do ciclo de producdo foram
soronegativas. Além disso, 28 das 30 granjas amostradas (93.3%) apresentaram pelo menos um
leitdo de maternidade com titulos de anticorpos detectaveis contra o virus pandémico. Por outro
lado, animais da recria e terminagdo de 17 granjas foram soronegativos para HIN1pdm09. Um
total de 98.33% de animais da fase de recria (8-14 semanas) da regido Metropolitana de Belo
Horizonte e Sul/Sudoeste foram soronegativos para o virus pandémico e o percentual de animais
soronegativos na fase de terminacdo (15-16 semanas) foi menor do que na fase de recria em
todas as regides estudadas. De forma geral, o percentual de animais soronegativos para
H1N1pdm09 aumentou com a idade, mas os maiores valores foram observados em leitdes de
creche (4-7 semanas) nas regifes da Zona da Mata e Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba e em
animais de recria nas regides Metropolitana de Belo Horizonte e Sul/Sudoeste (Figura 20).
Curiosamente, uma granja da regido Metropolitana de Belo Horizonte (G6) e duas granjas do
Sul/Sudoeste (G21 e G22) passaram por surtos de doenca respiratdria poucos meses antes do
inicio das coletas e nas trés granjas, o virus da influenza foi confirmado como agente causador
primario da doenca. Além disso, a doenca clinica observada nesses rebanhos durante os surtos
ocorreu, em sua maioria, em animais de creche e recria, corroborando assim nossos achados que
demonstraram suscetibilidade dos animais nestas categorias.
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A Figura 21 mostra a distribuicdo de anticorpos em todas as trés granjas que foram
soropositivas para H3N2. O perfil de anticorpos mais variavel foi observado na G25 (regido do
Triangulo Mineiro/Alto Paranaiba), na qual animais apresentaram titulos variando de baixos a
médios. A G7 (regido da Zona da Mata) teve somente duas porcas soropositivas para H3N2 e
nenhum animal foi soropositivo para o virus em questdo em todas as outras categorias. Na G5,
pertencente a regido Metropolitana de Belo Horizonte, 18 dos 100 animais amostrados (18%)
apresentaram titulos baixos de anticorpos anti-H3N2, e 82% dos animais ndo apresentaram
anticorpos especificos para 0 H3N2.

Discussao

A deteccdo de anticorpos contra o virus da influenza na maioria das granjas estudadas sugere
que o virus estava circulando nesses rebanhos, uma vez que vacinas contra o virus ainda ndo
eram licenciadas no Brasil durante o estudo. Outro motivo que também sugere a circulagdo do
virus da influenza em rebanhos suinos inclui a ocorréncia de variagdo nos titulos de anticorpos
entre as granjas e as categorias estudadas, fato que pode estar associado a soroconversdo dos
animais em algumas granjas.

Neste estudo, 26,2% e 1,53% dos animais amostrados e 96.6% e 10% dos rebanhos
selecionados apresentaram anticorpos contra HIN1pdm09 e H3N2, respectivamente. De fato, as
taxas de animais soropositivos observadas foram menores do que aquelas encontradas
previamente em outros paises. Um estudo realizado em granjas dos Estados Unidos observou
que 66.3% dos animais avaliados apresentavam anticorpos contra o subtipo H1, enquanto
apenas 33.7% dos animais foram positivos para o subtipo H3 (Choi et al., 2002). Outro estudo
investigou a soroprevaléncia para HIN1, H3N2 e HIN2 em fémeas de rebanhos europeus e
detectou taxas que foram maiores do que 50% para HIN1 e H3N2 na Bélgica (80.8% e 53.8%,
respectivamente) e na Alemanha (70.8% e 58.6%, respectivamente). No entanto, valores de
prevaléncia foram menores na ltalia (46.4% e 41.7%, respectivamente) e na Espanha (38.5% e
38%, respectivamente) (Van Reeth et al., 2008). Loeffen et al., 2009 investigaram a
soroprevaléncia para os subtipos H1 e H3 em granjas de ciclo completo e granjas terminadoras e
encontraram 44.3% e 6.6% de animais soropositivos para H1 e H3, respectivamente, em granjas
de ciclo completo na Holanda. Apesar da prevaléncia de anticorpos para o subtipo H1 ser
geralmente maior do que para 0 H3 na maioria dos paises, a comparacdo de valores de
prevaléncia é um desafio quando se analisa rebanhos vacinados e ndo vacinados, pois a
circulagdo do virus da influenza nessas granjas assumem diferentes rotas, dependendo do tipo de
sistema de producdo (Loeffen et al., 2009). Além disso, apesar de amostra viral do subtipo
H3N2 utilizada em nosso estudo ndo ter sido isolada no Brasil, existe prote¢do cruzada entre
virus com o mesmo tipo de hemaglutinina. Sendo assim, nossos resultados poderiam ser Gteis
para mostrar a circulagdo do H3N2 no pais.

Alguns trabalhos brasileiros também detectaram a presenca de anticorpos anti-influenza em
granjas de suinos. Um estudo de soroprevaléncia realizado em uma granja no estado de Séo
Paulo encontrou taxas de 85.3% para ambos os virus HIN1 e H3N2 (Mancini et al., 2006). No
entanto, prevaléncias de 2.2% e 16.3% foram encontradas para 0S mesmos virus em outro
estudo realizado em vérios estados brasileiros (Brentano et al., 2006). Em outro estudo, foi
relatada uma prevaléncia de 20.1% para o virus H3N2 em um rebanho do Parana (Caron et al.,
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Figura 21: Distribuicéo de anticorpos anti-H3N2 nas granjas soropositivas de acordo com as categorias do ciclo de produgéo.
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2010). Apesar de a maioria das prevaléncias em estudos brasileiros estarem relacionadas a virus
humanos, os valores encontrados neste estudo ndo foram semelhantes aos estudos previamente
publicados. Em 2009, Rajdo et al. (2013a) investigou a prevaléncia de anticorpos anti-influenza
A em porcas de 17 granjas de ciclo completo de Minas Gerais e encontrou 44.5% e 10.1% de
animais soropositivos para HIN1 e H3N2, respectivamente. Neste caso, apesar da prevaléncia
ter sido maior do que a observada em nosso estudo, esta se aproxima mais dos valores
encontrados quando comparados aos outros estudos realizados em outros estados do Brasil. Por
outro lado, Caron et al., (2010) encontrou uma prevaléncia maior para anticorpos anti-H3N2 em
um rebanho no sul do Brasil, sugerindo que pode haver diferenca na circulacdo dos subtipos do
virus da influenza em diferentes regides do pais.

A vacinacdo contra influenza suina ndo era autorizada no Brasil pelo rgdo competente durante
a realizacdo deste estudo. Sendo assim, a presenca de anticorpos contra influenza em rebanhos
suinos detectados confirma infeccdo natural. Apesar das evidéncias de circulacdo viral, uma
granja foi soronegativa para HIN1pdm09 enquanto 27 granjas foram soronegativas para H3N2.
Nestas granjas, 0s animais estavam suscetiveis a infeccdo pelo virus da influenza devido a
auséncia de imunidade prévia contra o virus. A introducdo do virus da influenza em um rebanho
esta geralmente associada a movimentacao e introdugdo de novos animais (Olsen et al., 2006).
Além disso, elevados valores de prevaléncia sdo associados com elevada densidade animal, o
gue pode levar ao aumento de contato entre suinos e facilitar a transmissdo do virus entre
rebanhos (Maes et al., 2000).0 estado de Minas Gerais é o quarto maior produtor de suinos no
pais e 22.6% do rebanho comercial mineiro é composto de 100 porcas ou mais, 0 que sugere
que a alta densidade animal em granjas do estado pode ser um fator de risco para a infec¢do com
0 virus da influenza suina, particularmente em rebanhos negativos.

As categorias de fémeas e leitdes de maternidade apresentaram 0s maiores percentuais de
animais soropositivos. A categoria de fémeas apresentou as maiores médias de titulos de
anticorpos e 0 maior nimero de animais com titulos de anticorpos baixos a moderados, seguida
pela categoria de leitdes de maternidade. No caso das fémeas, os resultados podem indicar
frequente exposicdo dos animais ao virus da influenza e continua circulagdo viral, uma vez que
€sses animais permanecem por mais tempo no sistema de producdo. A ocorréncia de altos
titulos de anticorpos em leitGes de maternidade, em associacdo com a reducdo dos titulos de
anticorpos ao longo do ciclo de producéo, é similar ao encontrado em um estudo de perfil
sorolégico em granjas de ciclo completo em Taiwan (Liu et al., 2008). Neste estudo, menor
quantidade de anticorpos maternos contra influenza foi observada em animais com idade média
de 3-9 semanas, sugerindo que os animais podem ser mais suscetiveis no final do ciclo
produtivo. Anticorpos maternos sdo capazes de proteger leitdes parcialmente contra a doenga
clinica, mas ndo contra a infeccdo com o virus da influenza (Kitikoon et al., 2006) e leitGes
lactentes podem ser infectados e eliminar o virus nas secreces mesmo na presenca de
anticorpos passivos (Vincent et al., 2008). Nestes casos, leitbes com anticorpos maternos
poderiam assumir um papel importante na disseminagao viral no rebanho.

A maioria dos animais das fases de recria (8-14 semanas) e terminacéo (15-16 semanas) foram
soronegativos para HIN1pdm09 e H3N2. Os niveis de anticorpos anti-influenza diminuem ao
longo do tempo e em alguns estudos, niveis de anticorpos maternos ndo foram detectados entre
nove e 10 semanas de idade (Loeffen et al., 2003; Liu et al., 2008). Estes resultados podem
explicar porque suinos sdo mais vulneraveis a infecgdo pelo virus da influenza no final da
creche e inicio da recria. Além disso, 0 momento de infec¢do pode variar de acordo com o tipo
de sistema de producdo (Loeffen et al., 2009). Um estudo comparou o tempo de infecgdo em
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animais de terminacdo provenientes de rebanhos de ciclo completo e em rebanhos terminadores,
ambos nédo vacinados, e observou que a infeccdo foi maior no comeco do periodo de terminacao
em rebanhos de ciclo completo, enquanto que em rebanhos terminadores, a incidéncia de
infeccdo foi maior no final da idade de terminacdo (Loeffen et al., 2009). Diferencas no
momento da infecgdo pelo virus da influenza podem requerer diferentes medidas de prevencao,
e como anticorpos passivos podem interferir na resposta imune gerada pela vacinacdo ou
infeccdo, diferentes estratégias de vacinacdo devem ser analisadas para aumentar a protecao
contra a infecgdo com o virus da influenza suina. Baseado em nossos resultados, ndo é possivel
sugerir um programa de vacinacdo geral para ser usado em todas as granjas, pois animais
suscetiveis foram detectados em todas as categorias do sistema de producdo. Estratégias de
vacinac¢do incluindo vacinacdo exclusiva para fémeas ou vacinacdo de fémeas e de leitdes entre
sete e oito semanas de idade poderia ser util, dependendo da imunidade do rebanho.

Poucos meses antes do inicio da coleta, algumas granjas apresentaram surto de doenca
respiratria em animais de creche e recria devido a infeccdo pelo virus da influenza. De acordo
com os resultados encontrados em nosso estudo, o percentual de animais soronegativos para
H1N1pdm09 aumentou com a idade e os maiores valores foram observados em animais de
creche e recria. De uma forma geral, o virus da influenza circula em rebanhos e pode causar
doenca em suinos suscetiveis, independente da idade (Loeffen et al., 2009). Apesar da
ocorréncia de surto respiratério em algumas granjas antes do inicio das coletas e da detec¢do da
presenca do virus da influenza na maioria das granjas estudadas, animais de creche e recria
foram soronegativos, sugerindo que no momento das coletas, o virus ndo circulava mais nessas
categorias.

Os percentuais de animais soropositivos para HIN1pdm09 e H3N2 encontrados no estudo
diferem entre si, sendo que 0 virus pandémico mostrou maior circulacdo em rebanhos de Minas
Gerais. Os perfis soroldgicos foram diferentes para ambos os virus estudados e entre as regides
geogréaficas amostradas, sugerindo elevada variabilidade na circulagdo viral dentro do estado, o
que resultou em animais soronegativos que estavam suscetiveis a infeccdo pelo virus da
influenza e na possibilidade de ocorréncia de surtos de doenca respiratoria relacionados ao
virus. Ainda existe pouca informacéo sobre os subtipos virais que circulam na populacéo suina
no Brasil e a possivel auséncia de protecdo cruzada entre diferentes subtipos € um dos
obstaculos para a producdo de vacinas eficazes para a prevencdo da influenza suina. Mais
estudos sdo necessarios para melhorar o conhecimento da circulacdo viral e assim, determinar as
melhores estratégias para prevenir perdas econdmicas relacionadas a infec¢do pelo virus da
influenza no Brasil. Estudos sobre levantamento sorolégico para o virus da influenza A em
outras regides do Brasil, deteccdo de virus endémicos circulantes em rebanhos suinos e
monitoramento da evolugdo genética destas amostras por meio de sequenciamento poderia ser
utilizada para fornecer informacdes sobre a epidemiologia molecular do SIAV e fornecer dados
para a producédo de vacinas e controle do virus no Brasil.

Conclusoes

O status soroldgico das granjas amostradas para os subtipos virais H3N2 e H1IN1pdmO09 foi
diferente nas granjas e regides estudadas, sugerindo que os virus utilizados tinham uma
circulagdo diferente em cada granja. Além disso, a presenca de animais e granjas soronegativas
evidencia a suscetibilidade a infeccdo pelo SIAV e a possibilidade de ocorréncia de surto de
doenga respiratoria.
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CONCLUSOES

Este estudo avaliou a infeccdo de suinos pelo SIAV considerando a regido geografica, tipo de
sistema de producdo e idade dos suinos no momento da infeccdo. Os resultados encontrados nos
estudos realizados em granjas do mesmo sistema de producdo nos Estados Unidos mostraram
que os leitbes de maternidade podem ser um ponto chave na disseminacdo viral dentro das
granjas, podendo servir como fonte de infeccdo e reservatdrios dos SIAV para animais de outras
idades, que podem apresentar maior suscetibilidade devido a diminuicdo da imunidade passiva.
Sob esse ponto de vista, a imunidade passiva adquirida pelo colostro nas primeiras horas apés o
nascimento torna-se de extrema importancia, uma vez que 0s anticorpos maternos podem
proteger neonatos parcialmente contra a doenga clinica, dependendo da quantidade e qualidade
desses anticorpos. Assim, a utilizacdo de vacinas que produzam uma resposta imune eficiente
especifica contra os virus circulantes assume um papel importante no controle e prevencdo da
influenza suina, visto que leitbes adequadamente imunizados estardo mais protegidos da doenca
clinica. Além disso, o constante monitoramento das condicBGes sanitarias do rebanho e das
amostras circulantes pode ajudar tanto na adocdo de medidas de controle mais efetivas quanto
na prevencdo de rearranjo com virus diferentes, cujo surgimento pode dificultar ainda mais o
controle da doenga em rebanhos suinos.

A influenza suina ainda ndo é extensivamente estudada no Brasil e por isso, pouco se sabe sobre
a epidemiologia do virus no pais. Nosso estudo mostrou que mais de uma amostra do SIAV
circula em rebanhos suinos do estado de Minas Gerais e que a maioria dos animais de producgdo
encontra-se suscetivel a infeccdo. A implementacdo da vacina como forma de controle da
doenca nas granjas brasileiras pode ser de grande utilidade, mas de acordo com os resultados
obtidos nesse estudo, é importante que se conhe¢a o perfil sorolégico de cada granja e 0s
subtipos virais presentes para que possam ser tomadas medidas de controle efetivas e adequadas
para cada rebanho. O conhecimento prévio da atuacdo do virus demonstrado em trabalhos
anteriores realizados em todo mundo pode ser de grande utilidade no estudo e controle da
influenza no Brasil, uma vez que alguns fatores da epidemiologia viral podem ser extrapolados
para diferentes regides, sistemas de producdo e situacdo epidemiolégica. No entanto, o
conhecimento da epidemiologia do virus no pais ainda é a melhor ferramenta para auxiliar no
controle efetivo especifico para amostras virais presentes nos rebanhos brasileiros.

Assim, a combinacdo dos resultados obtidos nesse estudo pode ser de grande importancia para a
realizacdo de estudos futuros sobre a influenza suina no Brasil. Além disso, uma maior
participacdo da pesquisa brasileira na area pode abrir portas para a insercdo do pais em grupos
de pesquisa e 6rgdos mundiais atuantes, facilitando o trabalho da pesquisa no Brasil e
contribuindo para o0 maior conhecimento mundial da influenza suina.
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CONSIDERACOES FINAIS

O IAV ¢é um importante agente relacionado com doenga respiratoria em granjas de suinos em
todo o mundo. A presenca do virus nas granjas, o conhecimento dos subtipos virais circulantes e
da epidemiologia do virus de acordo com o tipo de sistema de producdo sao fatores que podem
facilitar no momento da escolha das medidas de prevencgéo e controle da doenga nas granjas.

Vacinas contra o virus da influenza para suinos sdo amplamente utilizadas em diversos paises e
foi recentemente autorizada no Brasil. Apesar de reduzirem a doenga clinica, vacinas ndo devem
ser utilizadas de forma indiscriminada e padronizada. Sua utilizagdo deve depender do perfil
sorolégico de cada granja e do subtipo viral presente. Além disso, a idade adequada para receber
a vacinacao também vai depender da dindmica da infeccdo em cada granja e em cada fase de
producdo, visando oferecer uma prote¢do forte e duradoura até o final do sistema de producao,
guando os animais sdo encaminhados ao abate.

Apesar disso, a vacina ndo deve ser considerada a Unica forma, ou a forma mais importante de
prevencdo e controle da influenza suina. Medidas de manejo incluindo controle de ventilagéo e
da densidade animal, manejo nutricional, medidas de biosseguridade e higiene,
acompanhamento da colostragem, reducdo do estresse, controle na aquisicdo de novos animais,
utilizagdo de quarentena, isolamento e tratamento de animais doentes, afastamento de
funcionarios doentes, dentre outras, podem reduzir e até eliminar a necessidade de utilizagdo de
vacina nas granjas. Desta forma, é importante que se faca um rigido acompanhamento das
granjas, visando atender as necessidades de cada uma delas e adotar medidas especificas para o
controle das doengas em cada rebanho.

Na América do Norte, a epidemiologia da influenza suina é amplamente conhecida e estudos na
area ja estdo muito avancados. Os rebanhos sdo endemicamente infectados e a utilizacdo de
vacinas € muito mais intensa do que em outros paises. Esse conhecimento sobre o
comportamento viral facilitou o desenvolvimento de vacinas que controlam melhor a doenca
nos rebanhos suinos, especialmente pelo uso de vacinas autdgenas, elaboradas com amostras
virais circulantes em cada rebanho. Apesar disso, pesquisas sdo rotineiramente realizadas
visando o melhor entendimento do virus e da sua dindmica nos rebanhos. InformacGes geradas
nestas pesquisas na América do Norte e em todo 0 mundo sdo muito importantes para o Brasil,
uma vez que nosso conhecimento sobre o virus da influenza ainda ndo é muito expressivo

guando comparado a outros paises gque ja pesgquisam o virus ha mais tempo.

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de carne suina e essa producdo influencia
expressivamente o setor agropecuario no pais. Apesar dos investimentos em estudos na area de
sanidade animal facilitarem a atuacdo dos grupos de pesquisa brasileiros, a educacdo e a
conscientizacdo dos governo, bem como dos proprietarios de granjas e dos funcionarios
diretamente ligados a produgdo poderia contribuir para minimizar os impactos causados pela
introducdo de agentes e doengas nos rebanhos suinos, reduzindo assim os impactos econémicos
da producdo no mercado interno e mundial. Além disso, a participagdo e interacdo consciente de
todos os segmentos envolvidos na producdo de suinos contribuiria ndo somente para melhorias
na saude animal, mas também na satde publica do pais.
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ANEXOS

Anexo 1: Distribuigdo de anticorpos contra os antigenos da vacina de subunidade autégena no soro de porcas amostradas durante o estudo

realizado nas quatro granjas selecionadas no Meio-oeste dos Estados Unidos.
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Anexo 2: Distribui¢do de anticorpos contra os antigenos da vacina de subunidade autégena no soro de leitdes lactentes amostrados durante o
estudo realizado nas quatro granjas selecionadas no Meio-oeste dos Estados Unidos
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