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VIRUS DA GRIPE SUINA NO ESTADO DO PARANA: SOROPREVALENCIA;
IDENTIFICACAO MOLECULAR DO VIRUS E IMPLICACOES
EPIDEMIOLOGICAS

RESUMO

A influenza é a enfermidade re-emergente mais estudada e aguardada em todo
o mundo na atualidade, principalmente pela relevancia histérica de suas
ocorréncias. O virus causador desta enfermidade pertence a familia
Orthomyxoviridae e infecta varias espécies animais. O virus esta presente em
aves agquaticas em todo o mundo e encontra, no suino, a possibilidade de
sofrer mutacBes intensas, 0 que gera a preocupacao deste como fonte para
potenciais surgimentos de virus pandémicos. A monitoria da circulacao viral é
uma estratégia necessaria para a identificacdo precoce de possiveis virus
responsaveis por surtos epidémicos ou pandémicos e para a orientacdo de
medidas de controle eficientes que garantam, ndo apenas a seguranca do
homem, minimizando riscos de contagio, mas também a exceléncia do Brasil
como grande produtor e exportador de aves e suinos. Visando contribuir para o
conhecimento da taxa de prevaléncia e os subtipos do virus presentes em
suinos, no Estado do Parana, sul do Brasil, foi desenvolvido o presente
trabalho. Para responder esta questéo foram analisadas amostras de 675 soros
de suinos de 5327 coletadas em varias cidades do Estado do Parana e
realizada a pesquisa de anticorpos e a determinacao da soroprevaléncia contra
o virus da influenza subtipo H3N2 por meio da técnica de inibicdo da
hemaglutinagdo. Os animais foram divididos em dois sistemas de criagao:
granjas e criatorios. Numa segunda etapa do estudo procurou-se identificar a
presenca do virus em amostras de tecidos do aparelho respiratério oriundo de
suinos no abatedouro, com lesdes nestes tecidos. Para a pesquisa viral
primeiramente foi realizada a inoculagdo do material triturado em ovos
embrionados de galinha, seguido da identificacdo molecular por meio da
técnica de RT-PCR, para o gene 7, que codifica a proteina M, muito
conservada nos virus do tipo A. Na avaliacdo soroldgica verificou-se que a
maior prevaléncia de anticorpos contra o virus ocorre em populacdes de suinos
guando ha alta densidade populacional (24% para animais de granjas e 3%
para animais de criatérios), dados que indicam que a maior densidade
populacional facilitaria a manutencao e propagacédo do virus na populagédo. Da
mesma forma nas regides do Estado com clima mais frio os animais
apresentaram maiores prevaléncias de anticorpos (variando de 2,5% a 45%) o
que demonstra predispor mais a infeccdo nos suinos. Das setenta amostras
que foram submetidas ao isolamento viral seguido da técnica de RT-PCR
observou-se que cinco foram positivas para virus do tipo A. A presenca do
virus em 7,15% dos rebanhos suinos analisados reforca a necessidade da
monitoria ativa por meio de testes sensiveis, que permitam gerenciar o risco da
da enfermidade no Brasil.

Palavras-chave: Influenza, soroepidemiologia, RT-PCR, H3N2, densidade
populacional.



ABSTRACT

Influenza is the most frequently studied and anticipated re-emerging disease in
the whole world, mainly because of the historical significance of its occurrences.
The virus that causes it belongs to the Orthomyxoviridae family and infects
many animal species. It is present in aquatic birds in the whole world and finds
in pigs the possibility of undergoing intense mutations, thus raising the concern
about its being a source for potential pandemic viruses. Monitoring viral
circulation is a necessary strategy for an early identification of outbreaks and for
guiding efficient control measures to ensure not only human safety — minimizing
contamination risks — but also the excellence of Brazil as a major poultry and
swine producing and exporting country. The present work was carried out
aiming at contributing to the knowledge of prevalence rates and subtypes of the
virus present in pigs. In order to answer this question, 675 samples of sera from
5327 total pigs were analyzed to study antibodies and to determine the
seroprevalence against subtype H3N2 influenza by the hemagglutination
inhibition test. The animals derived from different areas and growing systems in
the State of Parana — Brazil. Another step in the study sought to identify the
presence of the virus in tissue samples from the respiratory tract of pigs in the
slaughterhouse. First the inoculation of the material was performed in
embryonated eggs, followed by its molecular identification by RT-PCR, for gene
7, which encodes protein M - well preserved in type A viruses. Evaluation
showed that the highest prevalence occurs when there is a high population
density favoring the maintenance of the virus in the population (24% to farm
animals and 3% to run). Likewise, regions characterized by colder climate
proved to predispose the infection in swine more than other regions (ranged of
2,5% at 45%). Five out of the seventy studied samples were positive for the
type A virus. The presence of virus in 7,15% of samples denoting the presence
of the virus in swine livestocks studied, reinforcing the need for active
monitoring using sensitive tests that allow managing the potential occurrence
risk of the disease in Brazil.

Key-words: influenza, sero-epidemiology, RT-PCR, H3N2, population density.
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1- INTRODUCAO GERAL

A influenza, que assolou o mundo no inicio do século passado,
proporcionou exemplos abundantes de recomendacdes e regras dedicadas a
minimizar impactos e novas possiveis catastrofes em termos epidemiolégicos.
No entanto, a situacdo ainda € recorrente na atualidade. A primeira descricdo
da influenza como enfermidade data de 492 a. C., feita por HipOcrates. Mais
tarde houveram numerosos relatos durante a Idade Média e esta foi
denominada como “peste catarral” em 1552 nas Américas (Garcia-Garcia &
Ramos, 2006). Na verdade o virus da influenza coexiste com o ser humano ha
aproximadamente 400 anos, periodo em que se identificou sua presenca mais
constantemente desde a descricdo. Mas, entre o final do século passado e
inicio deste, a influenza voltou a ser a “vedete” de calamidades e prejuizos. E
trouxe consigo a preocupacgéo do convivio do homem com as aves e suinos ou
com seus subprodutos, que poderiam gerar risco a saude (Earn et al., 2002). A
influenza aviaria, incita a imaginacdo popular e as atualizacbes cientificas
produziram muitas recomendacdes sensatas dentro das convic¢des atuais, e
outras, nem tanto. Todavia, podemos e devemos estabelecer alguns conceitos
que auxiliem a compreensdo dos mecanismos envolvidos na transmissao e
manutencdo do virus, além de suas formas de apresentacdo e riscos a
exploragéo avicola e suina, bem como de aspectos zoondéticos.

As definicbes de surtos e do agente etiologico dos mesmos orientam as
praticas associadas a exploracdo animal e podem justificar o manejo de aves,
suinos e seus subprodutos, e mesmo espécies selvagens, quando a influenza
esta envolvida, como risco ou como realidade. Sob este ultimo aspecto, é

conhecida desde a década de 30 a importancia que outras espécies animais
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podem assumir na manutenc¢éo dos virus da influenza na natureza. Ou o que é
mais grave, na transformacdo ou mutacdo dos virus circulantes, facilitando a
sua disseminacao entre os humanos. S&o estes alguns dos fatores que tornam
o surgimento de episédios de influenza imprevisiveis, e comprometem o
sucesso de todos os programas de controle propostos (Oxford, 1998).

O recente surto da chamada influenza A, ou gripe suina, assolou o
mundo desde margco de 2009, inicialmente no México e dai a todos os
continentes. O agravante € o fato de ser este episddio encarado como uma
situacdo nova emergencial. Situacdo emergencial sem dudvida, mas ja
reconhecida e anunciada ha muito tempo (Guan et al., 1996; Newman et al.,
2008).

Em sua etiologia, esta envolvido um virus da familia Orthomyxoviridae, o
qual apresenta algumas correlacbes com a familia Paramyxoviridae, que tem
como representante o virus da Doengca de Newcastle das aves. Estes dois
virus sdo objetos de controle do Programa Nacional de Sanidade Avicola
(PNSA) do MAPA (Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento) do
Brasil. O grande impacto econdmico envolvido com as barreiras criadas
quando da ocorréncia de alguma destas enfermidades nas aves, é o melhor
modelo brasileiro de atencdo veterinaria envolvendo servicos oficiais e
privados, a fim de prevenir tais prejuizos. O MAPA também implementou o
Programa Nacional de Sanidade Suidea, o qual monitora e rege as regras de
controle de doencas de suinos a fim de garantir o comércio dos produtos
derivados e de suinos.

A influenza suina ainda nédo é em 2010, uma enfermidade de controle

nos suinos como objeto do programa, mas muitos resultados de pesquisa,
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além dos apresentados aqui, devem redirecionar o monitoramento da influenza
nos suinos. Estas medidas visam facilitar o controle de possiveis focos e
minimizar o impacto zoonético desta enfermidade quando da possibilidade de
transmissao para humanos, fator que pode ser facilitado pela adaptacdo ou
mutacao do virus em outras espécies, principalmente a espécie suina.

A versatilidade do virus da influenza, associada as diferentes estratégias
de mutacdo, tem permitido a circulagdo constante do mesmo em diferentes
locais e espécies animais. Verifica-se que 0 mesmo apresenta momentos de
letalidade elevada por motivos muitas vezes néo totalmente esclarecidos, como
foi o caso da gripe espanhola em 1918 (Reid & Taubenberger, 2003). Webster
propds, em 2006, que o aparecimento de subtipos altamente patogénicos do
virus esta relacionado a possibilidade de replicacdo do mesmo em Vvarias
espécies animais. E principalmente a densidade da populacdo na qual o virus
estd presente. Segundo o autor, estes foram componentes relevantes no
aparecimento dos subtipos H5N1 de alta patogenicidade, que desde 1997 vem
causando varias epizootias e denotando o risco de uma nova pandemia de
influenza.

Em suinos, tem-se verificado a prevaléncia do subtipo H3N2, além do
H1N1 e, diferente do ser humano, com poucas alteracbes antigénicas e
genéticas ao longo do tempo (Peiris et al., 2001). Em 1976, um acampamento
de soldados, em New Jersey, foi palco de infec¢ao por influenza H3N2, quando
varios individuos apresentaram doenca clinica e onde a participacdo dos
suinos na geracao do episddio parece ter sido decisiva (Gaydos et al., 2006).

Varios estudos tém sugerido que trabalhadores, em exploracdes

comerciais de suinos, possuem risco maior de apresentar infeccées com virus
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da influenza comuns ao homem e aos suinos (Gray et al., 2007). O risco do
“reassortment” pode ser aumentado em situacées onde o suino participa na
epidemiologia de alguns subtipos como o0 H3N2 e o H1IN1, com evidéncias de
que a possibilidade é real e atual (Zhou et al., 2000).

Visando contribuir para elucidar melhor a cadeia epidemiolégica da
influenza suina e os riscos que a mesma traz para a saude humana foi
realizado o presente trabalho. Para facilitar a leitura, esta tese sera
apresentada em dois capitulos. No primeiro, serd feita a contextualizacdo
histérica da Influenza e conhecimento atual do virus e da doenca. O segundo
trarda um levantamento epidemiolégico e a pesquisa de virus em suinos no

Estado do Parana.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Histoérico

Como ja foi referenciado, a primeira descricdo da influenza como
enfermidade data de 492 a.C., feita por Hipdcrates, seguida das ocorréncias na
idade média e da caracterizacdo nas Américas como peste catarral (Garcia-
Garcia & Ramos, 2006).

Em suinos o primeiro relato ocorreu em 1931, por Shope e colaboradores,
apesar de no verdo de 1918, a enfermidade ja ser relatada clinicamente em
suinos no meio Oeste dos Estados Unidos (Easterday, 1992). O virus da
influenza foi isolado em seres humanos em 1933, por Smith e colaboradores,
dois anos apos Shope ter demonstrado que a influenza suina era causada por
virus (Van Epps, 2006). O primeiro isolamento do virus de aves selvagens
ocorreu em 1961, na Africa do Sul, e apenas por volta de 1970 é que
investigacdes sistematicas comecaram a catalogar a presenca do virus em
varias espécies (Alexander, 2007). Desde o inicio das pesquisas com influenza
suina até o momento, os subtipos H3N2, HIN1 e H1N2 tém sido identificados
frequentemente com circulacdo em suinos em todo o mundo, com relatos na
China e boa parte da Europa, além de focos do subtipo HON2 co-circulando em
suinos e aves e do H4N6 no Canada (Peiris et al., 2001).

O virus seria inserido, na classificacdo atualmente proposta,como virus do
tipo A, o qual infecta o homem e varias espécies animais. Ja em 1936, Shope
havia demonstrado a incidéncia de anticorpos contra o virus em suinos e em
seres humanos (Shope, 1936). O século XX foi palco de algumas pandemias
de influenza quando, com a participacdo de algumas espécies animais, 0 virus

adaptou-se, com sucesso, ao ser humano. Desde o final do dltimo século tem
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se comprovado que o suino é importante na adaptacao do virus da influenza ao
ser humano, desde a primeira descricdo de um surto em aves na Itélia, por
Perroncito, em 1878 (Lupiani & Reddy, 2009).

A andlise da especificidade dos receptores virais do subtipo HON2 mostrou
que as amostras presentes em suinos preservaram uma alta afinidade com
receptores do tipo a(2,6), comuns em humanos e pouca afinidade com
receptores do tipo a(2,3), comuns as aves, fato determinado pela posicéo de
certos aminoacidos na hemaglutinina (Ito et al., 1998), principalmente a leucina
substituindo a arginina na posicao 142. A identificacdo clinica da influenza
suina pode se dar pela apresentacdo de sinais respiratérios leves com
descarga nasal, tosse, febre e letargia, o0 que ao longo do processo,
principalmente pelo modelo de exploracdo brasileira, se percebe pelo menor
ganho de peso dos individuos. De outro lado, a presenca da influenza na
exploragdo pode simplesmente contribuir como fator secundario para o
aparecimento de sindromes do complexo respiratério suino, onde bactérias
como o Mycoplasma, Bordetella e outros agentes sdo responsaveis por
grandes prejuizos (Murphy, 1999). Nesta condicdo é onde deve-se empregar
0os maiores esforcos para identificacdo e controle da enfermidade, ou da
circulacao viral, pois sua presenca tende a ser silenciosa e a sua manutencgao
na exploragdo poderia, a médio prazo, facilitar o surgimento de novas variantes
virais com comprometimentos adventicios ao foco principal. Guan et al. (1996),
ja haviam alertado para a possibilidade de circulagdo do virus oriundo de aves,
nos suinos na China. O subtipo HIN1 tem sido detectado com maior
prevaléncia em suinos nos EUA desde 1998, e ja em 2005 foi caracterizado um

virus circulando na populacdo humana resultado de um triplo rearranjo de
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diferentes subtipos do virus (Newman et al., 2008). Van Reeth (2007), publicou
revisdo demonstrando que desde 1979 o virus da influenza ocorre de forma
epidémica em suinos na América do Norte e na Europa, bem como a co-
circulagdo em humanos. Como demonstrado por Garten et al. (2009), a
ocorréncia mais recente de um grande surto de influenza em humanos,
mostrou que mesmo com similaridades entre o virus sazonal e o pandémico, as
alteracdes antigénicas e genéticas facilitadas pela infeccdo no suino, sdo
determinantes na ocorréncia de possiveis surtos. A conclusdo do artigo de
Myers et al. (2007), causa reflexdo tendo sido publicado dois anos antes da
pandemia de influenza de 2009, pois fomenta a pesquisa da circulagéo viral em
diferentes espécies, e reforca a necessidade de monitoramento de pessoas
envolvidas com a producgédo de suinos.

Em 1918, a época da gripe espanhola, j& se havia superado a relacdo da
enfermidade atrelada a “influéncia” da conjungao astral. Que como influéncia
emprestou 0 nome a doenga “influenza” (Lamb et al., 1996). Mas ainda
registraram-se recomendacgfes para o tratamento da mesma, que hoje soariam
cbmicas, como: “A influenza espanhola esta grassando em Niterdi, e os clinicos
aconselham - como preservativo, Paraty com liméo e acucar; toda gente sabe
que a melhor caninha e a mais bem preparada com liméo, é s6 na Rua Baréo
de Itapetininga, 51”- ou o que é pior: “Nada de panico: fumem Sudan!”
(Bertucci, 2004). Diante destas recomendacfes € impossivel ndo se perguntar
como o futuro vera nossas praticas e convic¢cdes daqui a cem anos? Ou seja,
assumimos o risco e o dever de criar regras e recomendacdes fundamentadas

em nossas percepcdes da verdade e do correto, com o conhecimento que
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dispomos. Nesta perspectiva € facil comparar o numero de informacdes
daquela época com as disponiveis atualmente.

Por volta do ano de 1900 registrava-se a publicacdo de 9.000 artigos
cientificos por ano. Estatisticas publicadas em 2005, apontam para a geragao
de 2.465 artigos cientificos por dia (Economist, 2005). Estes numeros revelam
que a intensidade das mudancas de nossas convic¢gdes da verdade cientifica,
muitas vezes baseadas em hipoteses, é algo muito dindmico e perturbador,

pois determina uma adaptacdo quase diaria dos conceitos cientificos.

2.2- Agente etiologico

O influenzavirus é o género representante da familia Orthomyxoviridae,
composta por virus envelopados com material genético baseado em RNA de
fita simples, com polaridade negativa e segmentado. S&o classificados em trés
tipos ou espécies virais, denominadas de A, B e C, e em subtipos segundo a
ocorréncia das espiculas do envelope, hemaglutinina e neuraminidase. Os
subtipos estdo presentes apenas no tipo A. Este RNA segmentado € composto
por oito segmentos os quais codificam diferentes proteinas, (Quadro 1). Na
figura 1 observa-se a representacdo dos componentes do virus, com a

organizacao espacial dos mesmos.
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Segmento de Proteina Funcéao
RNA

1 PB-2 Polimerase que suporta a
formacéo de transcriptases

2 PB-1 Sub-unidade catalitica da RNA-
polimerase, proteina participante
da apoptose

3 PA RNA-polimerase

4 HEMAGLUTININA | Principal epitopo e receptor viral

5 NP Nucleoproteina  envolvida na
replicagéo

6 NEURAMINIDASE | Epitopo envolvida na eluicéo viral

7 M1- MATRIZ Interage com o0 genoma, esta
envolvida na montagem do
capsideo

M2 Forma canal i6nico, controla pH

intracelular e decapsidacéo

8 NS-1 Controla pos-transcricéo,
antagonista interferon
Transporte do RNA do ndcleo e

NS-2 montagem do virus

Fonte: Garcia-Garcia (2006)

QUADRO 1 - SEGMENTOS DE RNA DO VIRUS DA INFLUENZA A,
PROTEINAS CODIFICADAS E SUAS FUNCOES
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Hemaglutinina (HA)

'

Canal fions | (M2)

Complexo de polimerases
(PB2, PB1, PA)

Neuraminidase  |(NA)

PE1PB2 PA HA NP NA M NS

") )

matriz (M1)

envelope lipidico

Nucleoproteina

Fonte: adaptado de Lee & Saif (2009)
FIGURA 1: DIAGRAMA ESQUEMATICO DA ESTRUTURA DO VIRUS DA
INFLUENZA A

A divisao dos virus da influenza em tipos, tem como base a identidade
de duas proteinas internas. A nucleoproteina (NP) e a proteinas de matriz (M),
associadas com o momento de decapsidacdo muitas vezes. Os virus de um
mesmo subtipo compartilham entre si 0os antigenos hemaglutinina (HA) e
neuraminidase (NA), duas glicoproteinas que determinam diferentes
antigenicidades. Nos tipos A e B, a hemaglutinina e a neuraminidase sofrem
variacdes genéticas, que sdo a base do surgimento de novas cepas do virus, e
o tipo C é antigenicamente estavel. Os virus do tipo A sdo os mais frequientes
entre 0os mamiferos e 0s responsaveis pela influenza aviaria, havendo,
portanto, a possibilidade de circulagdo deste tipo em diferentes espécies, o que

para um virus com intensidade de mutacédo alta (102 a 10™) é um facilitador
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para o surgimento de novos subtipos quando a barreira interespécies €
quebrada. Os virus do tipo B ocorrem mais intensamente no homem, presentes
nas epidemias anuais de influenza e ja detectados também em varias espécies
animais (Capua & Alexander, 2002), como o exemplo dos lobos marinhos em
Punta del’Este, no Uruguai (comunicagéo pessoal — Dr. Juan Arbiza). H& ainda
uma nova proposta de classificagdo do virus que inclui um quarto tipo viral
também chamado Thogotovirus, ou tipo D, aparentemente caracteristico de
insetos, que ocasionalmente pode infectar mamiferos, e ainda um quinto tipo
chamado Isavirus, responsavel pela anemia infecciosa dos salmdes
(Alexander, 2007).

Entre os virus da influenza do grupo A que infectam o homem, outros
mamiferos e aves, sao conhecidas 16 diferentes proteinas HA e 9 proteinas
NA, que, por possiveis combinagdes entre estas, identificam determinado
subtipo do virus. Os virus da influenza séo, portanto, identificados pelo tipo (A,
B ou C principalmente) e subtipo determinado por suas proteinas HA,
numeradas de 1 a 16, e NA, identificadas de 1 a 9. Todas as principais
combinagdes entre as hemaglutininas e neuraminidases tém sido isoladas de
espécies aviarias, principalmente entre as espécies aquaticas selvagens
(Webster & Hulse, 2004).

A circulacdo do virus em varias espécies animais e a intensa taxa de
mutacdo de alguns subtipos, exigem, no controle da influenza, uma estratégia
global que extrapola as especialidades cientificas. O que fomenta a inter-
disciplinaridade, uma vez que estas mutacdes poderiam favorecer a quebra da

barreira interespécies.
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A participacdo dos suinos na epidemiologia do virus da influenza € um
capitulo de extrema importancia para o sucesso das medidas de controle, ja
que esta espécie poderia facilitar a transmissado da influenza aviaria ao ser
humano ou mesmo contribuir na geracdo de subtipos do virus com alta

patogenicidade, tanto para humanos como para as aves (Brown, 2000a).

2.3- Taxa de mutacéo viral
A grande versatilidade do virus da influenza em infectar diferentes
espécies animais, justifica a grande preocupacdo com a detec¢cdo precoce de

surtos e 0 monitoramento da circulagéo viral nas diferentes espécies animais

(Figura 2).
humanos
Aves Influenza A ,‘,%;"' 4
domésticas pandemica suinos
N1 N2 N2
HF'N2 Ny H3N2 H3N3 H4NG A ‘i‘j f

N2
H7N2
HP H7N3
LP/HP H7N7

Ciclo natural
da influenza

humanos

Fonte: adaptado de Forrest & Webster (2010)

FIGURA 2: RELACOES ENTRE AS ESPECIES ANIMAIS SUSCEPTIVEIS E
OS DIFERENTES SUBTIPOS DE INFLUENZA IDENTIFICADOS ATE O
MOMENTO
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Caracterizacoes realizadas no passado mostram que a capacidade do
virus em mudar e se adaptar a novos hospedeiros ocorre a todo momento. A
situacdo da gripe de origem suina advinda do México em 2009, como um triplo
rearranjo do virus ndo € nova e na década de 90, Bean et al. (1992) ja haviam
demonstrado esta possibilidade. O virus do subtipo H3 que gerou na populacdo
humana grande epidemia em 1968, teve seu progenitor identificado sendo
originado de patos provavelmente em 1965. Desde entdo a similaridade com o
virus humano foi determinada com a acumulacao de uma taxa de mudanca de
3,4 aminoacidos por ano. No mesmo trabalho identificou-se um ancestral de
virus suino oriundo do rearranjo de duas cepas de origem humana e duas de
origem aviaria. Pode-se concluir que pequenas mudancas sao capazes de
gerar grandes diferencas fenotipicas e permitir a adaptacéao viral.

A manutencdo do virus na exploracdo significa, como em outras
situacOes de controle, uma pressdo de selecdo no agente quando, na tentativa
de controlar o problema, os individuos langam m&o dos mecanismos da
imunidade adaptativa, e por meio da acédo de anticorpos e células de defesa,
procuram eliminar o agente infeccioso. Na pratica significa dizer que o virus da
influenza encontrara diferentes individuos com uma gama diferente de
anticorpos, o que apoés trés ou quatro ciclos de replicacdo e infecgdo nestes
individuos, pode imputar uma intensidade de mutacdo ao virus, grande o
suficiente para o aparecimento de uma nova cepa viral, frequentemente dentro
do mesmo subtipo. Mesmo as mutagbes ocorrendo ao acaso, a maior
velocidade de adaptacdo do virus frente as diferentes respostas imunes,

determinaria a maior intensidade observada.
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Estas variacdes, que sdo comparadas aos mecanismos envolvidos na
manutencdo das epidemias sazonais de influenza no ser humano, s&o
facilitadas pelas mutagdes do tipo “drift” apresentadas pelo virus da influenza.
Quando pequenas alteragcbes no genoma, ndo maiores do que 2-3% do
mesmo, determinam o aparecimento de novas cepas com pouca imunidade
cruzada entre os subtipos (Andreasen & Sasaki, 2006) (Figura 3).

Historicamente a taxa de mutagao do tipo “drift” entre os suinos é muito
menor quando comparada aos humanos (Olsen et al., 2000), mas ndo ha
davidas de que ela acontece, determinada pelos mesmos fatores. A
caracteristica do genoma do virus de ser composto por RNA segmentado é o
que favorece o tipo de mutacdo chamada de “reassortment” ou rearranjo, ou
mesmo de “shift” antigénico, conforme a Figura 4. Devido ao virus da influenza
ser segmentado, 0 rearranjo genético pode ocorrer quando uma célula do
hospedeiro é infectada simultaneamente com virus de dois diferentes subtipos.
Se uma célula é infectada com duas cepas do virus do tipo A, por exemplo,
alguns dos virus da progénie poderdao conter uma mistura dos oito segmentos

do genoma de cada uma das duas cepas (reassortment) (Wright et al., 2007)
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Fonte: adaptado de: Belshe, et al. (2003)

FIGURA 3: VARIACAO ANTIGENICA DETERMINADA POR PEQUENAS

ALTERACOES NO GENOMA (“DRIFT” ANTIGENICO) DO VIiRUS

Fonte: adaptado de: Belshe, et al. (2003)

FIGURA 4: VARIACAO ANTIGENICA DETERMINADA POR REARRANJO

GENOMICO ENTRE DOIS VIRUS (“SHIFT” ANTIGENICO)
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2.4 - Barreira interespécies

A afinidade do virus da influenza com diferentes espécies animais,
também chamada de barreira interespécies, faculta aos diferentes subtipos
uma taxa de mutacdo dentro da espécie infectada, tanto maior quanto maior a
densidade de individuos na populagcdo em questdo, mas com pouca chance de
adaptacdo a outra espécie sem a quebra desta barreira interespécie (Ito,
2000a; Webster & Hulse, 2004). A restricdo da circulagédo do virus da influenza
em determinadas espécies é dada, principalmente, pela afinidade de diferentes
subtipos virais, por meio da hemaglutinina viral com os receptores encontrados
nas ceélulas hospedeiras (Ito, 2000b). Nas células eucaridticas encontra-se em
abundancia na membrana plasmatica, uma variada gama de glicoconjugados
e, dentre os carboidratos presentes nos glicoconjugados de membrana
destacam-se os acidos sialicos, uma familia de carboidratos complexos de
nove carbonos, normalmente ligados a outros carboidratos por meio de
ligagbes a-cetosidicas. Estes receptores de &cido sidlico presentes em
diferentes células ocorrem na natureza em cerca de 50 tipos.

Como componentes de glicoconjugados, os &cido sidlicos sao
encontrados ligados a hexoses, como a(2,3) ou a(2,6) ou B-Gal e ligados a
outros acidos sialicos como a(2,8). Estes acidos sialicos desempenham muitas
funcdes fisioldgicas no organismo, como mediadores de renovacgdo celular,
onde sua presenca nos eritrocitos € determinante, além de acdes na resposta
inflamatoria e imune (De Fatima et al., 2005). No entanto sua fungcdo como
receptores celulares especificos do virus da influenza é de grande importancia
na compreensao dos fatores envolvidos na disseminagdo da enfermidade,

também no seu diagndstico e controle.
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Os subtipos do virus da influenza comum as aves, ligam-se
preferencialmente aos receptores de &cido sidlico a(2,3) Gal presentes
abundantemente no epitélio intestinal de aves, principalmente as aquéticas,
além do epitélio respiratorio das mesmas e ausentes em humanos, a ndo ser
eventualmente no sistema respiratério inferior em localiza¢cdes profundas e
escassas. Ja os virus comuns aos humanos ligam-se preferencialmente aos
receptores de &cido sidlico com ligacdes do tipo a(2,6) Gal, presentes
principalmente no epitélio da traquéia, e ausente nas aves (Ito, 2000). Mesmo
dentro das aves existe um diferenca quanto a especificidade dos receptores,
dependendo da posicdo da galactose no &cido sidlico (Gambaryan et al.,
2005a). Os virus de aves tém capacidade limitada de replicagdo em humanos,
fazendo com que a transmissdo direta das aves ao homem seja dificultada
(Beare & Webster, 1991). J& em suinos, tanto o virus aviario como o virus
originario do ser humano possuem 6tima capacidade de replicacdo, pois nas
células epiteliais da traquéia dos suinos ambos receptores, a(2,3) e a(2,6) sao
encontrados.

Neste momento, quando, ao acaso, dois virus diferentes poderiam
infectar uma mesma célula e estariam se replicando nesta célula na traquéia
dos suinos, é que poderia surgir um terceiro virus, recombinado com boa
capacidade de replicagdo no ser humano (Michiels et al., 2006). A crescente
preocupacdo com o surgimento de uma nova pandemia de influenza reside
justamente neste fato. Apesar das diferentes cepas do virus serem espécie
especifica, ou seja, virus aviarios infectarem apenas aves, e assim por diante,
em determinadas situacdes, virus provenientes de seres humanos podem

infectar suinos e conseguir efetivamente replicar, da mesma forma que virus
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aviarios (Horimoto & Kawaoka, 2001). Nestas células destes suinos, infectadas
com duas cepas diferentes do virus, um rearranjo poderia ocorrer entre 0s oito
segmentos de cada subtipo formando uma nova cepa, com constituicdo
antigénica totalmente diferente, mas com capacidade de replicagcdo nos seres
humanos (Webster et al.,1992).

Fica assim evidente, ndo apenas a importancia da influenza como
doenca respiratoria de suinos, mas especialmente o papel crucial dos suinos
na epidemiologia de surtos de virus de influenza em humanos e do papel dos
humanos como fonte de infeccdo para suinos (Brown & Alexander, 2000). As
relacdes entre as diferentes espécies e o ambiente, tomaram uma grande
importancia na detecgdo de vérias enfermidades. A convivéncia entre varias
espécies, selvagens e domésticas, traz uma preocupacao adicional, onde os
virus com maior patogenicidade podem vencer as barreiras inter-espécies, e as
medidas associadas a vacinagao interferir na evolugéo viral (Philippa et al.,
2005). Ao mesmo tempo devem garantir a qualidade de todos os componentes
envolvidos, o que gerou uma nova especialidade para deteccdo destas
alteracdes, a medicina da conservagao (Caron & Thomaz-Soccol, 2009). A
figura 5 ilustra quais as relagdes envolvidas na geracao desta especialidade.

Suinos séo naturalmente infectados com viroses do tipo HIN1, H3N2 e,
mais raramente, HIN2, sendo estas infec¢des enzoobticas ao redor do mundo.
Isto inclui o virus HIN1 da influenza suina classica, o virus HIN1 similar ao
encontrado em aves, bem como o HIN2 com H1, similar a HIN1 encontrada
em humanos. Virus da influenza similares ao humano H3N2 infectam suinos e
podem causar sinais clinicos da doenca (Olsen, 2002). Ha evidéncias que

sugerem que diferentes variantes dos virus H3N2 tém sido transmitidas aos
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suinos desde 1968 (Van Reeth, 2003). Estas variantes podem persistir nos
suinos apos elas terem desaparecido da populacdo humana. A influenza suina
foi inicialmente observada nos Estados Unidos durante a pandemia humana de
1918, e em 1933 permitiu a associacdo da doenca com o virus de isolados
suinos. Os sinais clinicos da doenca nos suinos sdo muito similares aos

encontrados em humanos (Brown, 2002b).

- | “Satde” do
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Fonte: adaptado de www.tufts.edu/vet/ccm

EIGURA 5 A MEDICEINA DA CONSERVAQAO, REPRESENTADA CQMO
AREA DE CONJUNCAO ENTRE AS AREAS DE SAUDE HUMANA, SAUDE
ANIMAL E MEIO AMBIENTE

Em 1979, foram isoladas na Europa amostras de virus da influenza
suina, que possuiam genes de virus de origem aviaria. Estudos posteriores
mostraram que os subtipos H3N2 de virus que circulavam em suinos eram

originarios de ancestrais aviarios e ja haviam sofrido algum tipo de rearranjo, o

que denota a importancia do monitoramento da circulacdo de virus da influenza
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em suinos para deteccdo de potenciais cepas pandémicas (Campitelli et al.,
1997).

Os suinos também séo susceptiveis a infeccdo experimental com todos
0s subtipos dos virus A da influenza aviaria, sendo que o subtipo HON2 da
influenza chegou a ser isolado de suinos em Hong Kong (Brown, 2002c; Capua
& Alexander, 2002). A transmisséo interespécies do virus da influenza tem sido
demonstrada repetidamente, no entanto a presenca das barreiras inicialmente
discutidas restringem esta disseminagao.

A origem dos casos pandémicos oriundos da Asia e recentemente do
México, sdo o maior reflexo da importancia da medicina da conservacao. A
convivéncia intima de diferentes espécies animais com o homem e as
condi¢cdes de manejo no ambiente, muitas vezes precéria, aceleram e facilitam
0 surgimento dos novos virus. Também sedimentam a necessidade das

estratégias de controle (Talavera, et al., 2005).

2.5- Patogenicidade

A hemaglutinina viral é a principal responsavel pela restricdo entre
hospedeiros, primariamente devido ao seu papel no reconhecimento e
adsorcdo a célula do hospedeiro. Naturalmente outras proteinas envolvidas na
decapsidacdo também desempenham papel fundamental na patogenicidade
viral, determinando o sucesso de infec¢des produtivas. Para que esta adsor¢cao
ocorra, uma alteragcdo conformacional na hemaglutinina, que € um trimero,
deve ser desencadeada pela acdo de proteases do hospedeiro num ponto da
hemaglutinina chamado sitio de clivagem (Tong et al., 1998). Paralelamente

este processo pode ser facilitado pela acdo de proteases bacterianas,
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presentes eventualmente no hospedeiro (Mancini et al., 2005). O pH do
endossomo formado apds a adsorcédo e penetracdo do virus € determinante
para a fusdo do envelope viral e da membrana celular culminando com o
sucesso da infecgcéo, quando se pode observar as alteragdes conformacionais
da hemaglutinina que permitem esta fusdo (Wharton et al., 1995). A
estabilidade deste sitio de clivagem é determinante para a patogenicidade da
cepa viral, e a abundancia das proteases em determinados sitios do corpo
podem determinar a manifestacdo da enfermidade. O quadro clinico pode ficar
restrito ao aparelho respiratorio, ou evoluir para uma sindrome afetando vérios
sistemas (Cross et al., 2001; Webster & Hulse, 2004).

As proteases que clivam as cepas virais nao patogénicas sao
encontradas em numero limitado de células ou tecidos, o que resulta em
infecgdes localizadas, propiciadas pela clivagem extra-celular da hemaglutinina
por enzimas semelhantes a tripsina. As hemaglutininas de cepas com alta
patogénicidade sao clivadas no meio intracelular, dependentes do pH, o que
possibilita a ocorréncia de sindromes associadas a infecgdo atingindo
diferentes 6rgaos, independentemente da clivagem extra-celular (Steinhauer,
1999).

Dentre os subtipos do virus da influenza ha uma preocupa¢édo maior com
as cepas de origem aviaria ditas de alta patogenicidade, sendo a cepa H5N1 a
que tem sido mais prevalente principalmente na Asia durante a década de 90, e
a partir de 2000 com aparecimento na Europa em aves selvagens. Entre os
subtipos de alta patogenicidade classificam-se até o momento 0s que
apresentam as hemaglutininas além de H5, as H7 e H9. Sao estes subtipos

gque se apresentaram com alta patogenicidade nos focos recentes, sendo que
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alguns focos podem apresentar virus com estas mesmas hemaglutininas mas
com baixa patogenicidade. A caracterizagdo da cepa, apdés sua manifestacédo
nas aves, é realizada em laboratorio posterior ao seu isolamento mediante a
inoculacéo, tanto intra-cerebral como intra-venosa, em pintos de um dia de
idade, onde ap6s monitoramento do efeito verifica-se a mortalidade e atribui-se
a patogenicidade.

Quando se extrapola este efeito para a compreensdo de como o virus
interage com a célula, observam-se algumas diferencas. Os virus de baixa
patogenicidade, onde se incluem os endémicos na populacdo humana, os
presentes em suinos até o momento no Brasil, além do H5N1 presente na
América do Norte e os prevalentes no México, caracterizam-se pela
apresentacdo de um sitio de clivagem estavel na hemaglutinina, que s6 é
clivado por proteases presentes principalmente na traquéia, o que limita a
intensidade de infeccdo além da dissemina¢do no organismo. Algumas cepas,
ap6s a mutacdo nos aminoacidos que formam o sitio de clivagem, tornam este
sitio instavel, permitindo que varias proteases quebrem este sitio, favorecendo
a infeccdo. Este é o principal mecanismo de aquisicdo de patogenicidade do
virus da influenza, que pode ser acompanhado por muta¢des em outros pontos
que poderiam favorecer a adsor¢cdo e penetracao viral, aumentando também a
patogenicidade (Cross, 2001).

O sequenciamento de nucleotideos de todo genoma do virus da
influenza revelou que a pandemia Asiatica de 1957, provocada pela circulacéo
de um virus da influenza A/H2N2 e a pandemia de Hong Kong de 1968

(introdugdo de um influenza virus A/H3N2) foram causadas por virus da
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influenza resultantes de rearranjo antigénico (Scholtissek et al., 1978; Li et al.,
2004a).

Contudo, a pandemia de 1918 de influenza (gripe espanhola)
aparentemente afetou a populagcdo humana sem o rearranjo antigénico. Claas
et al. (2000) caracterizaram em 1996, amostras de virus isolados de humanos,
oriundos de aves, sem o0 evento do rearranjo viral. Este fato exige
provavelmente que o virus se adapte a um hospedeiro mamifero inicialmente.
Talvez isto tenha ocorrido o caso do virus da pandemia de 1918 (A/H1N1).
Este virus apresentou certamente propriedades que lhe conferiram extrema
viruléncia. Acredita-se que, apesar da hipétese acima ser factivel, a
probabilidade para que determinadas cepas se estabelecam na populacdo
humana é baixa, limitando por isso a possibilidade de rearranjos antigénicos no

futuro (Beare, 1991, Ito, 2000a).

2.6- Controle

Segundo as recomendagbes da OIE, de forma geral, a utilizacdo de
vacinas para o0 controle da gripe aviaria apresentaria vantagens e
desvantagens. Os argumentos contra a utilizagcdo de vacinas podem ser o0s
seguintes:
- 0 uso das vacinas provavelmente ndo auxiliaria na implementacdo de
medidas de biosseguranca, quando equivocadamente o produtor tem a
sensacao de gque outras medidas sdo menos importantes uma vez que se esta
vacinando;
- a vacinagao pode evitar o surgimento dos sinais clinicos individualmente mas

nao proporcionaria a eliminagdo do virus no ambiente necessariamente;
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- a presenca de animais vacinados quando na presenca do virus poderia
facilitar o surgimento de novas variantes virais pela presséao de sele¢ao, o que
se explica pelo “drift” antigénico;

- a vacinacdo poderia favorecer o surgimento de portadores assintomaticos,
aumentando a disseminagao viral.

De outra forma os argumentos favoraveis a utilizacéo de vacinas séo:

- a vacinagdo prevenindo a doenca pode preservar a indlstria de um pais
especialmente na ocorréncia de focos;

- a vacinacdo das aves poderia minimizar a possibilidade de transmisséo para
humanos e emergéncia de uma cepa pandémica;

- poderao se verificar falhas vacinais com a adocao de animais sentinelas, nao
vacinados alertando para potenciais transmissoes;

- a vacinacao € uma etapa necessaria para possivel erradicacdo do virus em
determinada area quando todos os individuos deveriam tornar-se negativos;

- este protocolo néo interferiria no controle da doenca em humanos, sendo até
uma necessidade em alguns casos.

Na realidade mundial atualmente pode-se concluir que as medidas de
biosseguridade devem ser o principal foco no controle da influenza e o impacto
da vacinacdo tem caracteristicas particulares em cada pais. A decisédo de se
utilizar ou ndo a vacinacdo deve ser baseada em varios aspectos como ja
mencionados nas vantagens e desvantagens e o0 surgimento de novas
tecnologias na producdo de vacinas serad determinante nestas decisdes. A
utilizagcédo de produtos enquadrados na chamada DIVA (Differentiating Infected
from Vaccinated Animals — diferenciacéo de animais infectados dos vacinados)

€ uma realidade cada vez mais promissora no controle de varias enfermidades
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incluindo a influenza. Neste sentido estas tecnologias, assim como das
chamadas “vacinas mucosas”, devem minimizar as desvantagens na utilizagcao
de vacinas e favorecer o controle da influenza no futuro (Won-Lee et al., 2004;
Capua & Marangon, 2007).

Na prética, diferentes estratégias de vacinacdo devem ser avaliadas no
intuito de prospectar o impacto do uso das mesmas, comparadas aos métodos
atuais de controle. Todas as interacdes possiveis devem ser aventadas, pois a
rede de inter-relacdes que uma possivel pandemia ou mesmo panzootia de
influenza incita exige andlises coerentes e planos abrangentes no seu controle
(Hartvigsen et al., 2007).

Assim varias estratégias podem contemplar o alerta antecipado, garantindo
o futuro ndo apenas das exploracBes suinas e aviarias, bem como a saude
humana, pois, se o virus da influenza, tanto humana como aviaria tem a
capacidade de infectar e se replicar nos suinos, a vacinagédo de trabalhadores
da suinocultura assim como dos préprios suinos podera contribuir para o
controle da influenza como pandemia (Jong et al., 2001); e apesar de ser um
protocolo precoce e, no Brasil, distante do foco de influenza aviaria
especificamente, sera fundamental num plano global de prevencéo, exigindo
acOes inter-disciplinares coesas e objetivas que visam beneficios a longo
prazo, tanto para a saude humana como para a saude animal. Como ficou
evidente no ultimo episédio de influenza em 2009, os cinco pontos
considerados por Gross, 1996, sdo fundamentais para se minimizar o impacto
de possiveis pandemias e da mesma forma de panzootias. Estes pontos séo:

1) Reconhecimento rapido da nova cepa viral;
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2) Rapido levantamento epidemiologico da populagdo afetada, com
prevaléncia, estratégias de deteccéo e impacto da doenca;

3) Identificacdo da origem da nova cepa;

4) Definicdo dos grupos alvos para vacinagao;

5) Compreenséo do papel das drogas antivirais.
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3- LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO E IDENTIFICAQAO

MOLECULAR DO VIRUS DA INFLUENZA SUINA NO PARANA, SUL

DO BRASIL
3.1- INTRODUCAO

Na pratica dos estudos epidemiolégicos, todo bom gerenciamento de
risco, estd associado a relevancia e qualidade da base de dados para cada
enfermidade. A Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) como entidade
reguladora de estratégias e medidas relacionadas a minimizacao dos riscos de
epizootias e panzootias, tradicionalmente recomenda a analise periddica da
ocorréncia de enfermidades que geram barreiras sanitarias. Estas servem para
de orientar os protocolos de transito de animais e de medidas eficazes de
controle. A influenza, tanto “aviaria” na década de 90 como mais recentemente
a “suina” em 2009, esta sujeita a estas medidas e as exige de forma premente.
Na atualidade apenas a influenza aviaria € objeto de controle oficial e
determina barreiras sanitarias. Mas a influenza suina podera ser considerada
no mesmo contexto futuramente, uma vez que mais informagdes vém sendo
geradas.

Sendo assim, as préprias recomendacdes da OIE foram ao longo do
tempo acompanhando a necessidade do alerta precoce, e deteccdo da
ocorréncia de focos ao redor do mundo. Dentro de uma expectativa
hierarquica, a declaracdo de focos sempre esteve associada ao isolamento e
caracterizacdo do agente causador, como exemplo a influenza, em alguma
especie de interesse. No entanto, a dificuldade e a limitacdo, relacionadas ao
isolamento viral, sdo compreensiveis devido a grande gama de profissionais

envolvidos com coleta transporte, manipulacdo de amostras, 0 que
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frequentemente cria um gargalo na cadeia epidemiolégica e compromete
decisdes de controle de transito e comércio de produtos de origem animal
principalmente. Nesta cadeia hierarquica é quando a monitoria ativa ou passiva
de animais por meio do levantamento sorolégico adquire relevancia, pois esta
relacionada a uma maior sensibilidade de testes seguros. Ou seja, que nédo
comprometem a biosseguridade e podem orientar outras medidas antes da
declaracdo de focos, mas com celeridade e eficacia.

Com o advento das técnicas moleculares como a reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) a caracterizagdo de amostras, permitiu inferir a ocorréncia de
agentes infecciosos a partir de amostras de campo, com rapidez e qualidade. E
ainda estas técnicas garantem o conhecimento dos subtipos virais, 0 que
permitiria analise e previsbes de comportamento evolutivo do virus, origem
geografica e qualidade de estratégias de prevencao. Assim, o presente estudo
buscou implementar a sequéncia logica na deteccao da influenza suina,
realizando inicialmente um levantamento soroldgico de amostras de todo o
Estado do Parand, e na sequéncia a deteccdo da presenca do virus em
amostras de tecido respiratorio de suinos em abatedouro, preferencialmente

amostras oriundas de leses tipicas do sistema respiratoério.



39

3.2- OBJETIVOS

-Objetivo Geral

Determinar a soroprevaléncia em suinos no Parana e conhecer o subtiipo de
virus circulante

-Objetivos Especificos

-Determinar a soroprevaléncia contra o subtipo H3N2

-Correlacionar a taxa de soroprevaléncia com as condicdes de densidade
populacional

-Correlacionar a positividade de anticorpos com condi¢des climaticas

-Fazer isolamento viral em ovos embrionados de galinha

-ldentificar molecularmente por meio da RT-PCR o virus
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3.3- METODOLOGIA

A andlise soroldgica pode ser uma ferramenta importante em levantamentos
epidemiologicos, principalmente quando o isolamento viral, ndo representa uma
possibilidade de rotina. Deve ser levado em conta que a busca por anticorpos
vai refletir uma situacdo epidemioldgica que, no caso da influenza suina no
Brasil, devido a auséncia de vacinas, estard sujeita aos diferentes momentos
de infeccdo e convalescéncia com picos de anticorpos entre 20 e 40 dias apos
a infeccdo ou alterados em caso de re-exposicéo. Esta inferéncia pode ser feita
devido & auséncia de vacinas. O resultado individual dentro da populacéo
animal deve ser avaliado com critério, mas a andlise global da distribuicdo e
tendéncia dos resultados podem determinar medidas de deteccdo da
ocorréncia.

Na pratica o impacto da declaragdo de um foco de influenza pelas agéncias
oficiais de controle é devastador economicamente, principalmente quando se
tratam de subtipos de alta patogenicidade. Assim a declaracdo de foco, em
aves e suinas deve ser precedida do isolamento do virus e da caracterizacdo
do mesmo. O isolamento € normalmente realizado por inoculacdo do material
suspeito em ovo embrionado de galinha, apdés no maximo trés passagens e a
caracterizacdo, que pode atualmente ser orientada pelo sequenciamento de
regioes preé-determinadas do genoma do virus.

Neste momento é relevante a compreensao de que as técnicas moleculares
como a RT-PCR ganharam espaco pela dificuldade normal do isolamento de
amostras de virus em tecidos heterélogos, e mesmo em ovo embrionado,

apesar dos virus de origem suina replicarem melhor nestes sistemas,
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dependendo da fase de infeccdo que as Amostras foram colhidas
(preferencialmente na fase aguda da doenca). Outro fator relevante é que,
mesmo com O sucesso destas técnicas, a morosidade das mesmas pode
comprometer o sucesso das medidas de controle. Desta forma a hipotese
inicial de nosso trabalho foi de que os resultados de inoculagdo em ovos
embrionados, teriam pouca sensibilidade, mesmo apds sucessivas passagens,
e que a RT-PCR poderia garantir a deteccdo dos positivos com maior
sensibilidade e especificidade, como € normalmente na rotina de diagnostico
de outras enfermidades. O processamento de amostras no laboratério segue
um algoritimo descrito com a finalidade de determinar a triagem de material
suspeito e as provas relacionadas tanto a este momento como a destinacéo
nos casos de resultados inconclusivos.

No presente trabalho procurou-se realizar a detecc¢éo viral de forma direta e
indireta. A deteccdo por via indireta optou-se por trabalhar com a técnica de
InibicAo da Hemaglutinacdo (HI), com a titulacdo de anticorpos, mas neste
caso com o virus do teste sendo conhecido. Para a deteccdo do virus
trabalhou-se com o RT-PCR.O algoritimo usado esté representado na Figura
6. Trabalhou-se como hip6tese que seriam encontrados animais
sororreagentes e caso a mesma se confirmasse seria buscado o isolamento

viral e a identificacdo molecular.
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3.4 - MATERIAL E METODOS
3.4.1- Anédlise soroldgica
3.4.1.1- Amostras de soros

Entre maio e novembro de 2003, 675 amostras de soro suino foram
selecionadas, de um total de 5327 coletadas em varias cidades do Estado do
Parand, agrupadas nas regionais da Secretaria da Agricultura do Estado
(SEAB). A escolha das amostras foi realizada para que todas as regionais
estivessem representadas.

Os animais eram provenientes de duas categorias de propriedade com
diferentes condi¢cdes de manejo. A primeira foi denominada de criatorios (CS)
que representava propriedade com pequeno numero de animais sem manejo
nutricional ou sanitario adequado. A segunda chamou-se granjas (GS) que
representavam propriedades com manejo nutricional e sanitario adequado. De
cada regido escolheu-se soro de ndmero variavel de animais (Quadro 2). Do
total de 675 amostras, 482 eram provenientes de 74 granjas e 193

provenientes de 90 criatorios de suinos.
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Regido do Parana Criatorio Suino Granja de Suino
Apucarana 15 20
Campo Mouréo 08 30
Cascavel 15 70
Cornélio Procopio 10 17
Curitiba 07 10
Francisco Beltréo 20 76
Guarapuava 07 40
Irati 10 0
Ivaipora 12 11
Jacarezinho 10 04
Laranjeiras do Sul 08 15
Londrina 05 08
Maringa 07 30
Paranagua 02 05
Paranavai 10 07
Pato branco 06 15
Ponta Grossa 11 16
Toledo 12 70
Umuarama 10 30
Unido da Vitoria 08 08
TOTAL 193 482

QUADRO 2 - DIS‘[RIBUICAO DAS 675 AMOSTRAS SELECIONADAS
CONFORME A REGIAO DO PARANA

O sangue foi coletado assepticamente por puncdo venosa, donde se
separou 0 soro para teste. Animais de varias idades e ambos os sexos foram

amostrados aleatoriamente.

3.4.1.2- Técnica de Inibicdo da Hemaglutinacao

Testes de InibicAdo da Hemaglutinacdo (HI) foram realizados em
microplacas de 96 pocos com fundo em V, segundo o procedimento adaptado
do WHO manual on animal influenza diagnosis and surveillance (2002), com
utilizacdo de Kaolin ao invés de RDE (receptor-destroying enzyme) e hemacias
de peru por estas terem apresentando maior sensibilidade nos testes prévios

de HA.
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Soro padréo hiperimune anti-influenza A/IPANAMA/2007/99/H3N2- CDC-
WHO foi utilizado como controle positivo e o subtipo viral do teste de HI foi 0
H3N2 (passagem n°223) de origem humana, e gentiimente cedido pelo
laboratério de virologia do HC- UFPR (Hospital das Clinicas da Universidade
Federal do Parana). O virus apresentou maior titulo no teste de
hemaglutinagdo quando foi utilizado hemacias de peru (dados ndo mostrados).

As hemacias foram utilizadas em suspensao a 0,75% em PBS pH 7,2,
apos trés lavagens sucessivas realizadas por centrifugacdo a 500g por 5
minutos em centrifuga a 8°C e sempre descartando o sobrenadante. Apos duas
horas em temperatura ambiente, procedeu-se a leitura visual da HI, apesar da
possibilidade da leitura apés 30 minutos como determina o padrdo. Como
critério de positividade foi considerado amostras com titulo igual ou superior a
1:10.

A descri¢do detalhada do método é dada a seguir:

- Titulacdo da amostra viral oriunda do cultivo em células MDCK (Madin-
Derby-Canine Kidney) por meio da Hemaglutinacéo;

-Preparacao do antigeno para o teste e retro-titulacdo padronizando-se 8
unidades hemaglutinantes para 50uL. Uma unidade hemaglutinante pode ser
composta de uma hemaglutinina viral independente da viabilidade do virus;

-Preparacdo do soro que compreende as seguintes etapas:
descomplementacdo em banho Maria a 56°C por 30 minutos; adicdo de 50uL
de Kaolim (25%) em 50uL de soro para retirada de inibidores da
hemaglutinacéo e centrifugacédo a 1000 x g por 5 minutos em micro-centrifuga;
adicao de 50puL de suspenséao de heméacias de peru a 10%, para eliminacao de

aglutinantes inespecificos, em 50uL do soro ja tratado com Kaolim e
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centrifugacéo a 1000 x g por mais cinco minutos, apds a espera de 30 minutos
a 8°C;

- Diluicdo seriada, do soro em duplicata a partir do 1:4 em PBS, em
placa de 96 pogos com fundo em “V”, com 50uL por poco;

- Adicdo de 50uL do Antigeno em cada po¢o, mistura por agitacdo
manual por 10 segundos e incubacdo em temperatura ambiente por 30-45
minutos, com uma agitacao adicional na metade do periodo;

-Adicdo de 50pL da suspensdo de hemécias a 0,75% em cada poco,
agitacdo como na etapa anterior, e incubacdo das placas cobertas por 2-3
horas em temperatura ambiente;

-Interpretacéo dos resultados foi baseada no titulo do soro, determinado
pela formagéo do botdo de hemacias (inibicdo da hemaglutinagéo), (Figura 7).
A execucao dos testes foi realizada sempre usando na placa soro controle

positivo e controle sabidamente negativo.
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FIGURA  7-INTERPRETACAO DO TESTE DE INIBICAO DA
HEMAGLUTINACAO PARA A TITULACAO DE ANTICORPOS ANTIVIRUS DA
INFLUENZA A H3N2. SORO POSITIVO CONTROLE NA LINHA 1 E
NEGATIVO NA LINHA 2. SOROS 10, 24 E 42 TESTADOS EM DUPLICATA,
COM TITULOS DE 1:10; 1:80 E 1:320 RESPECTIVAMENTE
3.4.2- Isolamento viral

Nesta etapa foram analisadas 70 amostras de tecido respiradrio de
suinos, provenientes da regido de Cascavel e de Toledo, ambas na regido
sudoeste do Parand, coletadas no abatedouro. Cada amostra se constituiu de
cortes de tecido do pulmdo, traquéia, tonsilas e faringe dos animais. Como

critério de escolha da coleta das amostras foram selecionados animais que

apresentavam alguma leséo no sistema respiratorio, de origem desconhecida.


http://www.cdc.gov/
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Estas amostras foram colhidas posteriormente a analise soroldgica e nao
houve relagdo com os resultados da sorologia. Do total de 70 amostras, as 50
com as melhores condi¢Bes relativas a pouca hemdlise, menor turbidez e
auséncia de pedacos de tecidos foram escolhidas para inoculagdo em ovo
embrionado de galinha. As amostras foram inoculadas em ovos embrionados
de galinha segundo metodologia recomendada no Manual Técnico sobre
emergéncia sanitaria em doenca de Newcastle e Influenza aviaria (MAPA,
2001).

- As amostras foram preparadas a partir de uma suspenséo a 10 - 20%
em PBS pH 7,2 adicionada de antibiéticos (anfotericina B a 1,25ug/ mL;
penicilina a 20U/ mL; e estreptomicina a 200ug/ mL);

- Trituradas, em gral esterilizado, e deixadas em repouso 1 a 2 horas a
4°C;

- Centrifugadas a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C, sendo recolhido o
sobrenadante;

- A suspenséo foi inoculada na cavidade alantdide de ovos embrionados
de galinha de granjas sabidamente negativas para influenza, com 8 a 11 dias
de incubacéao, no volume de 0,1 a 0,2mL;

- Incubacao dos ovos a 37°C por 7 dias;

- Os embrides foram observados ao longo desta semana para se
observar eventuais mortos ou agonizantes, apesar de nao ser o efeito normal
de virus de origem suina de baixa patogenicidade;

- Ao final dos 7 dias de incubacéo foi coletado liquido corio-alantoide, e
submetido a prova de hemaglutinacdo, ou quando possivel re-inoculado em

ovos embrionados por mais duas vezes;
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- O liquido cério alantdide coletado foi clarificado por centrifugacdo a
1000 x g a 4°C por 10 minutos e sua capacidade hemaglutinante testada frente
a heméacias de galo;

- Todos os produtos obtidos, tanto da inoculacdo em ovos embrionados,
assim como os indculos iniciais que nao sofreram passagens em ovos, foram

submetidos a analise por RT-PCR segundo protocolo a seguir.

A amostra do virus influenza suina (A/SW/IA/31/H1N1) utilizada como
controle positivo da RT-PCR foi obtida do Laboratério Nacional de Servigos
Veterinarios (NVSL) do USDA, EUA. Esta amostra foi multiplicada em ovos
embrionados de galinhas SPF (Specific Pathogen Free), sendo o liquido corio-
alantéide (LCA) coletado e avaliado pelo teste de hemaglutinacdo, com titulo

de 1:1024.

3.4. 3 -Técnica molecular

Extracdo de RNA

A extracdo de RNA viral foi realizada, a partir do LCA dos ovos
inoculados ou a partir de suspensao de tecidos, com uma solugao de fenol-
guanidina (Trizol LS, Invitrogen).

RT- PCR

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi feita com a enzima
transcriptase reversa (SuperScript Il, Invitrogen) e com o primer Unil2
(Hoffmann et al., 2001).

A amplificacdo do gene M do SIV foi feita com os primers M52C e

M253R (Fouchier et al., 2000). A reacéo, em 30 pL de volume final continha 2
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uL cDNA, 50 mM Tris - HCI (pH 8.5); 0,4 mM do iniciador M52C, 0,4 mM do
iniciador M253R, 7 mM MgCl,, 1mM de cada dNTPs, 2,5 U ampli-Tag DNA
polimerase e 31,5 uL agua ultra pura.

A ciclagem da reagdo de PCR foi: 1 min 94° C 1x, 35 ciclos (1 min 94°C,
1 min 56° C, 30 seg 72° C) e 10 min 72°C.

Apés a amplificacdo os produtos das reagBes foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio e

fotodocumentados.



4- RESULTADOS

4.1 - Andlise soroldgica

o1

Os resultados foram agrupados sob duas condi¢des distintas segundo o

manejo dos animais: criatérios e granjas de suinos. Para ser considerada

positiva, a propriedade apresentou pelo menos uma amostra com titulacao

maior ou igual a 1:10 no teste de HI. O Quadros 3 e 4 mostram o numero de

amostras positivas encontradas conforme a origem das mesmas.

TOTAL SELECAO

TOTAL DE AMOSTRAS 5327 675
TOTAL DE AMOSTRAS GS 4160 482
TOTAL DE AMOSTRAS CS 1167 193
TOTAL DE AMOSTRAS POSITIVAS | ------ 123
TOTAL DE AMOSTRAS GS |- 117
POSITIVAS

TOTAL DE AMOSTRAS CS |- 6

POSITIVAS

QUADRO 3- NUMERO DE AMOSTRAS SOROLOGICAMENTE POSITIVAS
CONTRA H3N2 DENTRO DE GRANJAS OU CRIATORIOS EM RELACAO AO

TOTAL DE AMOSTRAS

TOTAL SELECAO

TOTAL DE PROPRIEDADES 642 164
TOTAL DE PROPRIEDADES GS 323 74
TOTAL DE PRPRIEDADES CS 319 90

TOTAL DE  PROPRIEDADES | ------ 39
POSITIVAS

TOTAL DE PROPRIEDADES GS |------ 34
POSITIVAS

TOTAL DE PROPRIEDADES CS |------ 5

POSITIVAS

QUADRO 4 - NUMERO DE PROPRIEDADES POSITIVAS DIVIDIDAS EM
GRANJAS E CRIATORIOS EM RELACAO AO TOTAL DE PROPRIEDADES




52

Verificou-se que em granjas a positividade representou 46% do total de
propriedades testadas (Gréafico 1). Para os criatérios o percentual de

positividade foi de 6% do total de propriedades testadas (Gréfico 2).

46%

54%

B Positivos
0 Negativos

. GRAFICO 1 - PERFIL DE POSITIVIDADE PARA O VIRUS H3N2 DAS
GRANJAS DE SUINOS TESTADAS NO ESTADO DO PARANA ENTRE MAIO
E NOVEMBRO DE 2003

6%

m Positivos
O Negativos

94%

GRAFICO 2 - PERFIL DE POSITIVIDADE PARA O VIRUS H3N2 DOS
CRIATORIOS DE SUINOS TESTADOS NO ESTADO DO PARANA ENTRE
MAIO E NOVEMBRO DE 2003

Nos graficos 3 e 4 pode-se verificar a porcentagem de amostras

positivas dentro de cada tipo de exploragao.
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24%

m Positivos
o Negativos

80%

GRAFICO 3 - PORCENTAGEM DE AMOSTRAS POSITIVAS EM GRANJAS
DE SUINOS, TESTADAS NO ESTADO DO PARANA.

3%
B Positivos
O Negativos
97%
GRAFICO 4 - PORCENTAGEM DE AMOSTRAS POSITIVAS EM

CRIATORIOS DE SUINOS TESTADOS NO ESTADO DO PARANA

4.2 - Correlacdo da soroprevaléncia com temperatura ambiente

Assim como a densidade pode favorecer a instalacdo e manutencéao do
virus nos individuos, sabe-se que para sua replicacdo o virus da influenza esta
melhor adaptado em temperaturas menores que a média dos agentes
infecciosos mais comuns. Por isso, quando encontra temperaturas ambientais
baixas, ou no inverno em regides mais frias a ocorréncia da enfermidade no ser
humano é mais prevalente. Como as amostras testadas no trabalho em
guestao representavam praticamente todo o Estado do Parana, pode-se inferir

a influéncia que o clima estaria tendo na ocorréncia da infecgdo em suinos. Na
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Figura 8 sdo dadas as temperaturas minimas médias registradas no Estado do

Parané& historicamente.
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FIGURA 8- MEDIA DAS TEMPERATURAS MINIMAS NO ESTADO DO
PARANA ENTRE OS ANOS DE 2000 E 2006

Na regido de Guarapuava, com média de 12°C, de 47 amostras
testadas, 13 foram soro reagentes (27,6% de prevaléncia), propor¢cdo que se
repete em todas as regides testadas nesta faixa de temperatura. Nas faixas de
temperaturas mais altas, ao norte do mapa, com média de 16°C a 18°C, pode-
se observar nas regides de Londrina e Maringa, por exemplo, que das 50
amostras testadas apenas duas foram positivas (4% de prevaléncia). Da
mesma forma na regido de Umuarama ao noroeste, com média de temperatura
minima del8°C, das 40 amostras avaliadas, apenas uma foi positiva ( 2,5%).
As prevaléncias quando associadas as regifes do Estado demonstram que
naquelas areas onde as temperaturas minimas sdo menores 0 numero de

animais soro-reagentes foi maior (p < 0,05 no qui-quadrado).


http://www.simepar/
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Regionais da SEAB | N° N° amostras | Total

Regidao do amostras criatério

Estado do PR granja

Central Ivaipora 1 0 1
Centro-sul Laranjeiras do sul 7 0 7
Leste Paranagua 0 0 0
Nordeste Jacarezinho 0 0 0
Noroeste Campo Mouréo 15 0 15
Noroeste Paranavai 1 0 1
Noroeste Umuarama 1 0 1
Norte Apucarana 0 0 0
Norte Cornélio Procopio 0 2 2
Norte Londrina 0 0 0
Norte Maringa 2 0 2
Oeste Cascavel 17 0 17
Oeste Toledo 5 0 5
Sudese Curitiba 2 2 4
Sudeste Ponta Grossa 5 0 5
Sudoeste Francisco Beltréo 43 1 44
Sul Guarapuava 13 0 13
Sul Irati 0 0 0
Sul Pato Branco 2 0 2
Sul Unido da Vitoria 3 1 4

QUADRO 5 - NUMERO DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA INFLUENZA
SUINA EM CADA REGIONAL DO PARANA DISTRIBUIDAS EM GRANJAS DE
SUINOS E CRIATORIOS DE SUINOS

No Quadro 5 pode-se observar a distribuicdo dos resultados positivos

em cada regido, os quais comprovam a distribuicdo da ocorréncia de casos

relacionadas as regifes geograficas.

4.3 - Isolamento viral e RT- PCR

O resultado da inoculagdo das 50 amostras em ovo embrionado foi
analisado testando-se a capacidade de Hemaglutinacdo do liquido corio-
alantdide coletado no sétimo dia de incubacdo. Os resultados de
hemaglutinagdo ndo foram conclusivos nestas amostras, que caso fossem

positivos poderiam indicar a presenca de virus hemaglutinantes. A falta de
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observacbes confidveis, que representassem hemaglutinacdo associadas a
qualidade do liquido cério alantdide colhido, a falta de especificidade com as
hemacias do teste ou as diferentes concentracdes virais e possiveis
contaminagdes bacterianas podem ter determinado estes resultados.

As 70 amostras coletadas neste projeto foram enviadas para a Embrapa-
Suinos e Aves, na cidade de Concordia — SC, onde a caracterizagdo molecular
foi realizada. Do total submetido a esta técnica cinco foram positivas,
comprovando a circulagdo do virus. Na figura 9 podem ser observadas cinco
amostras positivas, onde “primers” desenhados para amplificagdo da sequéncia
do gene numero 7 foram utilizados. Este gene codifica a proteina de matriz M1,
a qual tem se mostrado conservada nos diferentes virus testados em varias
espécies animais e, portanto, eficiente na identificacdo de cepas de virus do

tipo A (Fouchier et al., 2000).
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RT-PCR/ gene M /SIV. Coluna 1 a coluna 9 representam amostras
analisadas onde se observa a reacdo positiva nas colunas 2, 4, 5, 7 e
8; coluna 10: controle negativo; coluna 11: controle positivo HIN1 e
coluna 12: : Marcador de peso molecular 100pb (Invitrogen)

FIGURA 9- RESULTADO DE CINCO AMOSTRAS POSITIVAS PARA
INFLUENZA, NA RT-PCR COM AMPLIFICACAO DO GENE M TENDO COMO
CONTROLE POSITIVO O VIRUS H1IN1
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5-  DISCUSSAO
5.1 - Soroprevaléncia

Em 1958, Souza Filho detectou, em 25% dos suinos estudados no
Estado do Parand, reacdo de anticorpos contra os virus de influenza de origem
humana, utilizando teste de Inibicdo da Hemaglutinagdo. Esta referéncia
denota uma preocupacdo antiga com a manifestacdo e presenca do virus em
suinos, mostrando que pelo menos nos ultimos 50 anos o virus se mantém na
populacdo suina deste Estado e carece de analises mais detalhadas, além de
estratégias de controle que visem a sanidade da exploracdo de suinos e
principalmente minimizem o risco de recombinagdo e transmissao ao ser
humano.

Quando se faz a comparacao do sistema de criacdo verifica-se que a
quantidade de granjas positivas € muito maior que a de criatorios. O maior
namero de granjas positivas poderia ser justificado pela maior amostragem de
soros. No entanto, a amostragem dos criatorios tende a ser mais significativa,
ja que a grande maioria destas propriedades € pequena e muitas vezes 100%
dos animais foram avaliados, e que freqientemente ndo passavam de dez
individuos. J& nas 74 granjas, apesar de maior numero de amostras, foi menos
representativo do total de animais. Este primeiro resultado aponta para uma
condicdo interessante, quando a densidade pode estar influenciando nos
resultados, mais do que o manejo.

E importante se verificar que em condicdes de maior densidade
populacional, mesmo com manejo ideal, o virus da influenza encontra melhores
condicbes para disseminacdo, apesar de nao causar manifestacdes clinicas

nos animais, com diagndéstico conclusivo. Outro aspecto relevante a ser
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ressaltado € a convivéncia constante e contigua do homem com o suino que se
torna importante quando se consideram a possibilidade de replicagdo dos
mesmos subtipos virais em ambas as espécies.
Nossos dados sao corroborados por aqueles de Elazhary et al., (1985), que
analisaram amostras de soro de 350 suinos com historico de problemas
respiratérios provenientes de 11 granjas em Quebec no Canadé e encontraram
46,6% de positividade (subtipo ndo especificado). Na América do Norte Olsen
et al. (2000) detectaram 26 isolados de H1N1 de origem suina classico em
animais no abatedouro, além de sorologia positiva em 27,7% dos suinos
amostrados. Brentano et al. (2002) verificaram amostras de 2675 soros suinos
na regido Sul do Brasil, encontrando 50,9% das granjas testadas positivas para
H3N2, com prevaléncia de 16,7% de animais positivos por granja. Estas
prevaléncias encontradas estdo muito relacionadas com o melhor periodo para
deteccdo de anticorpos em altos titulos, que ocorre entre 2 a 3 semanas apos a
infeccéo.

Poljak et al. (2008) concluiram que desde 2005 a incidéncia do subtipo
H3N2 tem superado a de HIN1 em suinos, quando 40,8% das granjas testadas
foram positivas em Ontario também no Canada. Maldonado et al. (2006), na
Espanha, testando granjas com alta densidade de suinos, encontraram 83%
das propriedades positivas para ao menos um subtipo (HIN1, H3N2 e HIN2) e
76,3% dos animais testados foram positivos.

A epidemiologia da influenza sazonal no ser humano é muitas vezes
justificada pelas mesmas condi¢des apontadas nestes resultados, ou seja, em
momentos de maior densidade populacional, com maior aglomeracdo, a

morbidade deste tipo de virus aumenta significativamente. Assim como no ser
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humano, a presenca do virus da influenza na exploragdo suina pode ser um
fator desencadeante de outras enfermidades, principalmente de carater
respiratério, quando a susceptibilidade estd aumentada por infeccdes
concorrentes. Nestas granjas, encontrar 20% dos animais infectados poderia
justificar medidas de controle, a fim de se prevenir manifestacdes clinicas
associadas nos suinos. Da mesma forma que o papel do mesmo na geracdo
de uma possivel pandemia, justificaria medidas preventivas no contato e
manipulacdo dos mesmos por trabalhadores das granjas, minimizando as
possibilidades de contagio de ambas as espécies. E importante também
verificar a dificuldade de disseminac¢éo do virus quando, mesmo sob condi¢ces
inadequadas de manejo tanto sanitdrio como nutricional, a densidade
populacional é baixa, como ocorre nos criatérios. Uma pequena proporcdo de
animais positivos denota a importancia das condi¢cdes ambientais na instalacao
do virus e de sua possivel manifestacdo, quando a tecnificacdo desejada da
exploracdo deverd estar acompanhada de medidas que minimizem as
possibilidades de disseminac¢édo do virus.

Com uma amostra representativa do Estado de Minesota, Choi et al.
(2002) encontraram 33,7% de animais positivos para influenza e 26,9% destes
foram representados pelo subtipo H3N2. Em estudos desenvolvidos em
fazendas de criacdo de suinos na Malasia, por Suriya et al. (2008), 12,1% dos
animais foram positivos para o subtipo H3N2 e 41,4% das propriedades foram
positivas, com uma grande correlagdo com o tamanho das mesmas. Brown et
al. (1995) detectaram uma soroprevaléncia de 39% para H3N2 em suinos
testados entre 1991-1992 na Inglaterra. Em propriedades testadas na Coréia,

Pascua et al. (2008) encontraram um alta prevaléncia de H1IN1 e pouca de
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H3N2 e os isolados virais apontaram uma provavel pressao de selecao devido
ao uso de vacinas. O desenvolvimento de novas vacinas € essencial para que,
assim como no ser humano, a ocorréncia do virus no ambiente possa ser
acompanhada e controlada com eficiéncia (Palese & Sastre, 2002).

Amostras de soro suino analisadas na Inglaterra mostraram que entre 0s
anos de 1991-92 todos os trés tipos de virus, A, B e C circularam na
populacdo, sendo 26% representados pelo H1N1 cldssico suino e 39% pelo
H3N2 de origem humana além de 0,9% do tipo C (Brown et al., 1995).

5.2 - O impacto dainfluenza suina na saude humana

O convivio contiguo de suinos e do ser humano € um fator relevante, ao
se considerar a replicacédo do virus em ambas espécies. Analisando o soro de
128 pacientes nos EUA, Ramirez et al. (2006) mostraram que 49 destes eram
positivos. Esses individuos tinham contato freqliente com a producdo de
suinos, e observaram frequéncia maior de anticorpos contra o subtipo H1IN1,
especialmente quando medidas de manejo, como uso de luvas, ndo foram
empregadas. Myers et al. (2006) concluiram que a susceptibilidade a infec¢céo
por influenza foi aumentada em trabalhadores de granjas de producédo de
suinos, veterinarios ou magarefes. Em nosso trabalho, a deteccao de 24% dos
animais infectados nas granjas poderia justificar a aplicacdo de medidas
preventivas evitando possiveis sinais clinicos nos suinos, ou doencas
secundarias decorrentes da infeccdo pelo virus. Da mesma forma medidas de
manejo, no contexto do contato suino-homem, poderiam minimizar o riscos de
uma possivel pandemia associada a geracdo de um subtipo por replicacdo

nestas espeécies.



62

Como pode-se observar na Figura 10 os tipos e subtipos da influenza se
alternam nas apresentacdes ao longo dos anos no ser humano. A Unica forma
de incrementar o sucesso das medidas estratégicas é o acompanhamento da
circulagdo viral, e nos suinos e aves, assim como em humanos, predizer da

melhor forma as melhores recomendacdes de controle.
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Fonte: Palese & Sastre (2002)

Figura 10: Epidemiologia do virus da influenza A e B humanos ao longo
dos anos
5.3 - Identificacao viral

Amostras de H3N2 isoladas de suinos nos EUA entre 1977 e 1999,
mostraram que o rearranjo entre cepas do virus isoladas de suinos e de
humanos pode ser facilitado em propriedades onde homens e suinos tenham
intimo contato (Karasin et al., 2000). Maes et al. (2000) concluiram que a alta
densidade de suinos e o inverno foram condi¢cfes decisivas para o resultado de
40% de propriedades positivas para o subtipo H3N2 de um total de 150
propriedades analisadas na Europa.

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) e a Organizacdo Mundial de

Saude Animal (OIE) estabelecem recomendacdes para o diagnostico de
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Influenza em varias espécies e de diferentes origens, sendo que a inoculagao e
isolamento viral em ovo de galinha embrionado € a forma mais eficiente para
recuperacdo de amostras virais coletadas no campo. As varias passagens
recomendadas visam aumentar a sensibilidade da prova, e assim mesmo,
modernamente os resultados obtidos pelo RT-PCR tém complementado e até
substituido o isolamento, pois apresenta uma facilidade cada vez maior e alta
sensibilidade e especificidade. No presente trabalho fica mais uma vez
demonstrada a facilidade das técnicas moleculares contra o maior trabalho e
menor sucesso no isolamento viral em ovos embrionados.Estes resultados
contudo néo excluem nem obscurecem o valor do isolamento viral, como um
objetivo a ser alcancado. Desde o estabelecimento dos quatro postulados de
Koch no final do século XIX, a sistematica relativa a este objetivo nunca perdeu
sua importdncia e as técnicas moleculares ocupam um espaco de

complementaridade no processo diagndstico, mas nunca excludente.

Como demonstrado por Smith et al., 2009, o subtipo HIN1 que gerou a
pandemia de gripe suina desde marco de 2009, ja circulava entre os humanos
e suinos, principalmente na regido do México, alguns meses antes. Em regides
com as caracteristicas geograficas e de manejo como a da peninsula de
Yucatan no Meéxico, a vigilancia ativa da circulacdo do virus deverd se
considerada, na prevencdo de pandemias (Talavera et al., 2005). Estudo
realizado por Sun et al. (2009) demonstrou que mesmo ap6s uma década de
ocorréncia, muitas cepas de virus prevalentes em humanos tornam-se as
presentes em suinos e de maior ocorréncia, como pode-se demonstrar nos
altimos anos em que o subtipo H3N2 de humano tem rearranjado com H1N1 de

suino. Gray et al. (2007) demonstraram que trabalhadores diretos de fazendas
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de suinos bem como seus contatos, tinham risco aumentado de apresentar
subtipos zoondticos de influenza, ou mesmo facilitar o rearranjo do virus.

Como neste trabalho comprova-se a presenca do virus em suinos
oriundos de granjas no Brasil, é possivel que a mesma predisposicao esteja
ocorrendo em nosso pais, o que refor¢ca a necessidade de uma vigilancia ativa
tanto em suinos como nos trabalhadores que tenham contato direto.

O envolvimento da saude publica humana bem como veterinaria, deve
estar associado a percepcdo da ocorréncia dos focos de influenza em varias
espécies. A ponte entre estas especialidades aliada a genémica e protedmica
deste virus podem assegurar medidas eficientes de prevencdo, o que pode ser
visto nos casos recentes de H5N1 e de HIN1 em aves e suinos
respectivamente, ambos com envolvimento humano (Forrest et al., 2010).

A andlise dos resultados de amostras sorologicamente positivas para o
virus da influenza subtipo H3N2 permite concluir que alguns fatores sao
determinantes para a presenca e manutencdo do mesmo numa exploracéo de
suinos. De todas as variaveis, a densidade da populacéo sujeita a infeccao é
um fator facilitador. Pois assim como acontece no ser humano, o virus deve
encontrar uma grande quantidade de individuos suscetiveis, e com a
possibilidade de alta morbidade nestas exploragdes, a mutacdo pode aparecer
com maior frequéncia.

5.4 - Interferéncia do clima

As temperaturas menores também parecem favorecer a instalacédo da
infeccdo e a presenca do virus, por se tratar de um subtipo com potencial
zoondtico para suinos e homens. Estes resultados podem sugerir a

necessidade de estratégias de controle associadas, para 0 suino e o0s
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trabalhadores destas exploracfes uma vez que 0 suino € uma peca importante
na geracdo de um novo subtipo do virus da influenza que, por mais que néo
tivesse alta patogenicidade, poderia ser um subtipo totalmente novo para o
homem, e por esta condicdo com potencial de apresentar alta morbidade e
epidemias em varios niveis. A observacdo de 27,6% e 45,8% de soros
positivos provenientes de Guarapuava e Francisco Beltrdo respectivamente,
regides mais frias do Estado do Parana, corroboram com esta hipotese.

Experimentalmente nem sempre € facil comprovar as correlacdes dos
fatores ambientais com a transmissdo do virus da influenza. Zuk et al. (2009)
demonstraram que fatores como a temperatura e umidade relativa, s&o
determinantes na transmissdo do virus. Neste trabalho comprovou-se que a
30°C né&o ocorreram infec¢cdes enquanto que a 20°C e a 5°C com umidade
relativa de 20 -35% foi mais favoravel com 100% de transmissdo. Com 50-65%
de umidade ainda se manteve alta a transmissao e esta foi bloqueada a 80%
de umidade.

N&o seria improvavel que os fatores dependentes da temperatura como
a umidade e a propria presenca de agua, o pH e a salinidade atuem de forma
combinada favorecendo ou dificultando a transmissibilidade (Valeika, et al.,
20009).
55 - A importancia do acompanhamento dos dados sorologicos e
moleculares

O acompanhamento das manifestacdes do virus é determinado pela
percepcao dos diferentes subtipos nas varias espécies animais suscetiveis e
varios pesquisadores tém demonstrado a capacidade de adaptacdo e mutacéo

do virus dependente do hospedeiro no qual este se replica, e mesmo as
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diferentes sensibilidades no crescimento viral quando se utilizam sistemas de
cultivo celular ou ovos embrionados. A adaptacdo de alguns subtipos que
evolutivamente se apresentam em suinos e perus refletem a capacidade de
infeccdo do virus na natureza, quando se extrapolam os resultados do
laboratério mostrando efeitos relacionados em alteracdes nos receptores que
facilitam a adsorcéo independente do hospedeiro (Gambaryan et al., 2006). A
propria alteracdo na sensibilidade viral em aglutinar hemacias oriundas de
diferentes espécies animais, reforca a necessidade de técnicas
complementares que confirmem os achados inconclusivos de isolamento e
deteccao viral (Morishita et al., 1996).

A deteccéo da circulagdo do virus usando técnica molecular mostra-se
uma ferramenta util na compreensdo da distribuicdo e evolugcdo ou rearranjo
viral. Como contribuicdo deste trabalho o resultado positivo detectado na
técnica de RT-PCR é impactante, pois além de demonstrar a circulagéo viral na
producdo suina passa a exigir, a partir disto, novos dados, como por exemplo o
sequenciamento do genoma viral, o qual deve permitir fazer as correlacdes
com a ocorréncia da influenza em diferentes regides do mundo e das relacdes
dos subtipos virais com as manifestacdes clinicas ou no minimo replicagdo em
diferentes espécies. Em outros paises estas ferramentas jA& vém sendo
utilizadas para monitorar a circulacéo e rearranjo viral (Forrest et al., 2010).

A implementacdo de estratégias eficazes de controle € dependente
destas avaliacbes que podem, como tem ocorrido na América do Norte,
justificar a introducdo de vacinas especificas para os suinos, visando nao
apenas o controle de manifestacdes clinicas nesta espécie, mas também a

prevencado de uma possivel pandemia. Baseadas nestas analises, as grandes
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multinacionais produtoras de vacinas tém avaliado a possibilidade da
introducdo destes produtos contra influenza suina no Brasil, o que talvez
atualmente ainda seja precoce, ndo devido a incidéncia da enfermidade, mas
sim a falta de dados abrangentes, a exemplo de varios paises.

Além da fundamentagdo do uso das vacinas para suinos, muitos
trabalhos tém demonstrado os efeitos da imunidade cruzada com subtipos
heterdlogos do virus da influenza, o que possibilitaria a escolha das melhores
cepas e a inclusdo de calendarios eficazes no controle das manifestagbes
clinicas da enfermidade, uma vez que a memdria imunolégica advinda da
vacinagao poderia, de uma forma mais intensa que no ser humano, promover a
protecdo desejada (Kitikoon et al., 2006). A ocorréncia de virus de alta
patogenicidade, especificamente em aves, tem demonstrado que 0s
mecanismos de imunidade, sdo mais complexos que a neutralizacdo da
hemaglutinina e envolvem citocinas, linfocitos T e respostas individuais
diferentes para cada espécie envolvida (Suarez & Schultz-Cherry, 2000).

O monitoramento da variabilidade viral é fundamental para amparar
estratégias eficientes e, a exemplo da experiéncia humana, o
acompanhamento do virus em suinos e aves é fundamental. Desde 1996 até
2000 sao reportadas pequenas variagbes nos subtipos humanos,
fundamentalmente H1IN1, onde a andlise molecular permite concluir que as
variantes presentes no Brasil possuem relacbes com amostras ancestrais de
outros continentes, com coeficientes de variagcdo esperados para 0O virus
influenza, tanto para o tipo A como o tipo B, o que da ao longo do tempo,
subsidios confiaveis para novas formulagfes vacinais e estratégias de controle

(Paiva et al., 2004).
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5.6 - Consideracdes narealidade brasileira

Os dados obtidos sao relevantes, em especial com relacéo a situagéo do
Brasil como grande produtor de alimentos. Tanto a exploragédo de suinos como
a de aves estao sujeitas a restricoes e barreiras comerciais oriundas do mau
uso e compreensdo das informacdes cientificas. E responsabilidade e
preocupacdo do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, que
informagdes importantes como as obtidas neste trabalho sejam tratadas sem
alarde, pois é desnecessario. O alarde geralmente é fruto da ignorancia ou
desinformacéo coletiva, o que tem ao longo do tempo inviabilizado a
participacdo de outros 6rgaos, além dos servicos oficiais de vigilancia sanitaria.
Os Institutos de pesquisa e as Universidades competentes na deteccéo
precoce de ameacas potenciais devem se envolver cada vez mais na geracao
de dados que permitam o eficiente gerenciamento de risco, objeto principal do
MAPA, que desta maneira baseado em dados confiaveis possam fazer a
analise de risco, objeto de todas as instituicdes potencialmente envolvidas.

A detecc¢éao precoce da circulacao de virus influenza A em suinos € uma
prioridade na prevencao de eventuais surtos da doenca em suinos bem como
na geracao de potenciais cepas pandémicas.

Concomitante as aplicacbes em protocolos ja existentes, a
implementacdo de novas estratégias, melhorando a compreensdo da ecologia
e ocorréncia do virus, possibilitara a vacinacdo de outras espécies e
apresentacdes vacinais que permitam 0 UsSO com seguranc¢a na prevencao da

influenza (Ninomiya, 2002; Ferguson et al., 2003).
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A imunizacdo das espécies envolvidas no surgimento de novos subtipos
€ um ponto a ser considerado na prevencao de pandemias e epizootias. Assim
como a implementacdo de vacinas administradas via mucosa que podem
mimetizar a resposta ao agente selvagem (Gluck et al.,1999; Kilbourne et
al.,1999), mas que ainda hoje ndo atendem completamente as necessidades
de eficacia e seguranca ( Pastoret et al., 2007).

A auséncia de diagnostico de doenca clinica nos suinos em nosso pais
ndo deve determinar negligéncia quanto aos estudos epidemiolégicos, pois o
virus esta presente e 0 prejuizo de sua manifestacdo em qualquer espécie
animal é notdrio. Ademais a preocupacdo com a saude publica, por se tratar de
uma importante zoonose, fomenta a compreenséo de toda a cadeia envolvida,
a participacdo em todos os niveis de Institutos de pesquisa, Universidades,
Agéncias sanitérias oficiais e produtores.

Conhecimento epidemioldgico, atual e confiavel, € a Unica maneira de
garantir a implementacdo de medidas de controle e prevencao eficientes, que
como concebido para a influenza, devem ser especificas para cada realidade,
pois cada regido ou pais tem a sua demanda particular e sera cobrado
internacionalmente pela eficacia de seus protocolos e pela capacidade de seus
agentes.

5.7- Perspectivas Biotecnoldgicas

As ferramentas biotecnologicas quando aplicadas neste escopo, deveréo
implementar duas acOes estratégicas. A primeira seriam novas técnicas
diagnésticas e em segundo lugar novas vacinas especialmente para suinos.

Como comprovado, a inoculacéo do virus em ovo embrionado de galinha

apresenta atualmente algumas desvantagens quando comparado a técnica da
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RT-PCR, que estariam relacionadas ao processo de execuc¢ao e principalmente
celeridade no resultado. O desenvolvimento dos meios de cultivo celular
poderiam propiciar a replicac&o “in vitro” dos virus, e no caso da influenza exige
a clivagem da hemaglutinina, para permitir a infeccdo. As enzimas envolvidas
nesta clivagem sdo um campo de pesquisa proficuo permitindo inclusive a
extrapolacdo dos resultados de laboratorio para situacdes que ocorrem no
ambiente, onde enzimas produzidas por microrganismos saprofitas nos
individuos favorecem a entrada do virus da influenza quando em co-infecgéo. A
neutralizacdo destas enzimas pode alcancar uma alternativa inclusive com
terapia e fundamentalmente prevencédo, em animais, diminuindo a carga viral.
As pesquisas neste campo séo factiveis e abrem um campo necessario uma
vez que a presenca do virus nos rebanhos suinos Paranaenses esta
comprovada.

Em outro momento o desenvolvimento de vacinas exige o conhecimento
do desafio na regido e também a homologia entre os virus selvagens e
vacinais, afinal toda pressao de selecdo determina mutacdes importantes para
a influenza. Uma vez que a presenca do virus é percebida o seqienciamento
do genoma do mesmo, permitird inferéncias, quanto a sua origem e quanto a
melhor maneira de se desenvolver estratégias de controle. Estas medidas
passardo seguramente pelo desenvolvimento de vacinas com epitopos
conservados, e que por questdes logisticas incitem a imunizacdo de mucosas.
Nesse contexto a biotecnologia tem gerado grandes avancos com alteracdes
simples na formulacdo de antigenos. A experimentacdo associada a estes

testes devera exigir a analise dos riscos cada vez mais precisa, no que se
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refere a influenza, com a facilitacdo e execucdo de todos as etapas

desenvolvidas neste projeto.
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6-  DISCUSSAO GERAL
O impacto da influenza aviaria, enquanto enfermidade restrita as aves, ou a
influenza suina, nesta espécie, podem gerar prejuizos especificos dentro de
sua manifestacdo nas espécies exclusivamente. Assim, o0 risco de uma
panzootia nas aves ou nos suinos assume, para paises como o Brasil, uma
conotacdo econdmica além de sanitéria. E o impacto da doenca talvez seja
muito maior neste &ambito, pois, como terceiro maior produtor e maior
exportador de aves do mundo, as restricdes e barreiras impostas por um surto
de influenza nas aves trariam consequéncias certamente mais graves. Por isto,
as estratégias e protocolos de prevencdo visam, no Brasil, determinar
inicialmente a circulacdo do virus aviario, restrito & manifestagéo da influenza
nas espécies aviarias. Mais relevante do que a propria circulacdo, € importante
para 0s virus aviarios a caracterizacdo de sua patogenicidade. O indice de
patogenicidade intra-cerebral € o parametro buscado atualmente para
determinar esta condicéo, além do sequenciameno de regides determinadas do
genoma viral que podem inferir a alta patogenicidade. Posteriormente, gerar 0
alerta da circulagdo do virus em outras espécies. No entanto as diferentes
apresentacdes do virus associadas a sua patogenicidade e morbidade, e as
diferentes formas de manifestacdo da enfermidade em varias espécies, podem
requerer estratégias mais abrangentes de controle, visando tornar o alerta da
presenca viral o mais precoce possivel e também garantir numa possivel
manifestacdo da doenca, a presenca do virus restrita a espécie de origem,
preservando a saude humana em um nivel subsequente.
Na Ameérica do Norte percebe-se, desde 1997, o exemplo do surgimento

de novas cepas e sua circulagdo em suinos, quando apos um periodo de 60
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anos, novos subtipos como o H3N2 entre outros comegam a se tornar
prevalentes na populacdo suina. A origem desde novos subtipos merece
atencao especial, pois revela a possibilidade de introducéo de variantes virais,
antes restritas a populagdo humana, e agora adaptadas a outras espécies.

Zhou et al. (1999) e Karasin et al. (2000) detectaram que a analise de
virus isolados de surtos de influenza H3N2, identificados em suinos nos
Estados Unidos, onde antes era prevalente o subtipo HIN1, revelou que estes
novos virus tém perfil similar as cepas recentes de virus H3 humano, tendo o
virus se originado ou de recombinacdo de virus humano e suino, ou
recombinacdes de virus humano, suino e aviario.

E importante se ressaltar que técnicos e produtores de suinos atentem
para a importancia da influenza como doenga de suinos, como também do
ponto de vista de saude publica (Olsen et al., 2002; Jung et al., 2005). Em
surtos de doencas respiratérias em suinos, a influenza deve ser incluida no
diagnéstico diferencial, através do envio de material ao laboratorio, como
fragmentos de pulmé&o e “swabs” nasais, para o isolamento viral. O isolamento
dos virus que estejam circulando nos plantéis é essencial para avaliar com
maior sensibilidade o papel do virus da influenza em suinos nos sistemas de
producédo no Brasil, pois através do isolamento viral pode-se produzir antigenos
especificos para testes sorolégicos e caracterizar melhor sua patogenicidade,
bem como origem dos virus em suinos (Posp- il et al., 2001; Gambaryan et al.,
2005b).

Assim como esta possibilidade, o caminho inverso, possibilitando a
transmissdo dos suinos ao homem, determina a necessidade de analises

frequentes monitorando a variabilidade genética destes virus e fornecendo
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dados confidveis quanto a distribuicdo e adaptagdo dos mesmos (Olsen, 2002).
Os dados ja publicados por Caron et al. (2010), reforcam estas caracteristicas
e fomentam o controle necessario para o futuro.

A possibilidade de circulagcdo do virus da influenza em outras espécies
animais além da suina, e as transformacdes e adaptacdes advindas desta
situacdo gera um espectro de controle e monitoramento da enfermidade muito
mais abrangente. Por estas razoes, as acdes do PNSA e do PNSS devem ser
intercorrentes com a percepcdo da influenza nas espécies animais
relacionadas aos programas.

A interpretacdo global dos resultados encontrados reforga as medidas
recomendadas pela OIE e implementadas até certo ponto no Brasil pelo MAPA.
Elas visam a deteccdo precoce do virus para orientar a melhor forma de
prevencdo. Como corroborado por outros autores, e aqui ratificado, a atencao
especial em regibes produtoras de suinos deve ser constante. Como
constatado no recente surto da gripe HIN1 de origem suina, esta espécie pode
facilitar o rearranjo viral, e em situacdes de producao tecnificada como sao as
do Brasil, mesmo com as medidas higiénico-sanitarias ideais, a atencéo deve
ser especial. E importante a monitoria da presenca e evolucdo viral para se
prevenir o impacto que a alta densidade populacional acarreta na ocorréncia e
manutenc¢ao do virus na populacao.

Como objeto de controle oficial, vé-se a influenza aviaria, a qual tem
como fator complicador a fonte para geracdo de um subtipo pandémico do
virus, o controle e prevencdo da mesma devem estar inseridos em um
protocolo de alerta antecipado, o qual poderia minimizar os prejuizos de sua

manifestagdo como epizootia principalmente no Brasil pela relevancia da



75

exploracdo comercial de aves. Como expectativa de pandemia, as acdes de
prevencdo e controle na espécie suina possuem um impacto talvez mais

premente visto a capacidade do virus de sofrer mutagdes nesta espécie.
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7 - CONCLUSOES

- A circulacao do virus da influenza, subtipo H3N2, esta comprovada em suinos
no Estado do Parana, com alta soroprevaléncia;

- A densidade populacional € o principal fator associado a maior prevaléncia do
virus;

- O manejo sanitario, nutricional e de ambiéncia tem papel secundario na
prevencao da ocorréncia, quando comparado a densidade populacional;

- A ocorréncia do virus estd relacionada positivamente com regides geogréficas
das granjas e criatérios, quando em temperaturas mais baixas;

- A deteccédo da presenca do virus, em amostras de material por isolamento em
ovo embrionado de galinha, pode apresentar resultados falso-negativos,
mesmo em passagens sucessivas, associados talvez ao momento da coleta e
mesmo a conservagao das amostras;

- Mesmo nos casos de crescimento positivo em ovos embrionados ou cultivo
celular, as diferencas na capacidade de hemaglutinacdo dos subtipos virais,
neste caso de origem suina, dificultam o diagnéstico conclusivo;

- A deteccdo molecular do virus por RT-PCR destas mesmas amostras,
apresenta alta sensibilidade e vantagens com o tempo de diagndstico.

- O sequenciamento do genoma dos virus detectados devera ser uma etapa
complementar a este projeto, ndo apenas para concluséao final dos resultados,
mas para orientacdo de possiveis estratégias de deteccéo e controle de novos

surtos e subtipos virais.
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