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Introducao

O virus influenza é um dos agentes infecciosos envolvidos em surtos de
doenca respiratéria aguda em suinos, atuando como agente primario de
lesdes no aparelho respiratério e também como responsavel pelo
agravamento de quadros respiratérios pela co-infeccdo com outros
agentes infecciosos. Em suinos, a doenca é considerada endémica e os
animais sao considerados portadores dos subtipos A/H1TN1, A/H3N2 e
A/H1N2 (Brown, 2000; Olsen, 2002). Os virus influenza sdo
geralmente espécie-especificos. Todavia, existe a possibilidade de
transmissao de virus de uma espécie a outra. A partir disto, e devido a
possibilidade de troca de segmentos génicos entre virus originarios de
diferentes espécies animais, podem surgir novos virus contendo
diferentes combinacdes de genes (lto & Kawaoka, 2000). Os suinos, ao
contrario das aves e humanos, foram identificados como a Unica
espécie que contém receptores celulares tanto para virus de origem
aviaria como humana (Brown, 2000; Ito & Kawaoka, 2000) e sao
suscetiveis a infeccao com todos os subtipos de virus aviario até hoje
testados (H1-H13; Kida et al., 1994). Desta forma, os suinos
participariam do ciclo de influenza como hospedeiros intermediarios,
importantes para a transmissao do virus de aves a humanos. Segundo
Ninomiya et al. (2002), os suinos podem infectar-se naturalmente com
outros subtipos do virus influenza (H4, H5 e H9), aumentando o risco
de interacao destas amostras com aquelas de origem humana e,
consequentemente, aumentando o risco de surgimento de novas
amostras virais patogénicas para humanos. Portanto, o estabelecimento
de um sistema de monitoramento das infeccdes causadas pelo virus
influenza em suinos, ainda inexistentes no Brasil, é importante uma vez
gue o suino funcionaria como um sentinela para epidemias de influenza
em humanos e aves e também como modelo para a investigacao do
virus influenza. O monitoramento das populacdes suinas visando a
identificacdo de virus influenza "tipo aviario" faz parte de um plano
mundial preconizado pela Organizacdao Mundial de Saude (WHO) e pela
Organizacdao Mundial de Sanidade Animal (OIE) para o combate
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as infeccOes causadas pelo virus Influenza em humanos e animais
domésticos.

Objetivos

Os objetivos do projeto foram:

a) Investigar a ocorréncia do virus influenza em plantéis de suinos
localizados na regido oeste do estado de Santa Catarina, a qual
concentra 27,46% da populacado de suinos do Sul do Brasil.

b) Realizar o isolamento e a caracterizacdo molecular do virus influenza em
suinos, através da anélise de diferentes genes virais.

c) Determinar as origens filogenéticas dos virus isolados.

Resultados e discussao

Durante os anos de 2005 e 2006 foram coletadas duzentas e oitenta e
uma (281) amostras de secrecao nasal de suinos oriundos de 29
criacdes comerciais no Sul do Brasil, com e sem histérico de ocorréncia
de problemas respiratérios. As amostras coletadas foram inoculadas em
ovos embrionados de galinhas SPF, de 9-11 dias de incubagdo. Apds 4
passagens virais, os fluidos alantéides dos ovos inoculados foram
coletados e submetidos a reacdao de hemaglutinacdo (HA) utilizando
hemacias de galinhas. Quarenta e quatro (44) amostras foram
consideradas positivas pelo teste de HA e duzentas e trinta e sete
(237) foram consideradas negativas. Entretanto, quando foram
utilizadas no teste hemacias de perus, mais trés (3) amostras foram
consideradas positivas, totalizando quarenta e sete (47) amostras
hemaglutinantes. Segundo Rogers et al. (1983), os eritrécitos de perus
apresentam, predominantemente, receptores sialo-oligossacarideos
terminados por acido N-acetilsidlico ligado a galactose por ligacao -2,6
(NeuAc2,6Gal), reconhecidos como receptores de células preferenciais
para a ligacao dos virus influenza de origem de suinos, sendo portanto,
importantes na identificacao de virus encontrados nesta espécie.
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Como uma alternativa ao isolamento viral em ovos embrionados foi
padronizado o isolamento em células da linhagem MDCK, consideradas
permissiveis aos virus influenza. Estudos realizados por Erickson et al.
(1999), em um pequeno nimero de amostras (10), sugerem que o
isolamento do virus de influenza suina poderia ser otimizado em células
da linhagem MDCK. Entretanto, segundo Clavijo et al. (2002), o
isolamento do virus influenza em ovos embrionados seria a opcao de
escolha para a deteccao viral. No presente trabalho, o virus controle
positivo (H1N1) foi inoculado em células MDCK e, apds 24 horas de
cultivo, o RNA viral foi extraido das células infectadas (Fig 1). Este
método apresentou como vantagem um menor periodo de tempo para a
obtencéao dos virus, quando comparado com o isolamento viral padrao
em ovos embrionados onde sdo necessarias, pelo menos, trés
passagens para a multiplicagao viral, o que leva em torno de 3
semanas. Entretanto, estes resultados dizem respeito a uma amostra de
virus possivelmente ja adaptada a ovos embrionados. Este trabalho nao
avaliou o isolamento de amostras de campo do virus influenza em
células.

Posteriormente, as amostras que apresentaram positividade no teste de
HA foram analisadas por PCR. Para isto, foi otimizada uma reacéo de
PCR que amplifica uma sequéncia do gene da matriz (M) do virus
influenza. A PCR/M amplifica um fragmento do genoma de virus
isolados de diferentes espécies animais (aves, suinos e humanos),
permitindo o monitoramento desta infeccao em outras espécies
(Fouchier et al., 2000). Apds a andlise das amostras de campo com a
PCR/M foram identificadas 3 amostras que apresentaram bandas
fracas, apds a eletroforese em gel de agarose, com tamanho compativel
com a amplificagcdo de um fragmento do gene M (244pb) do virus
influenza (Fig 2). Entretanto, nao foi possivel recuperar DNA suficiente
para a reacao de sequenciamento. Desta forma, com o objetivo de
identificar nas amostras coletadas de suinos outros virus que poderiam
causar infeccao nesta espécie, foi realizado o teste de RAPD (Random
amplified polymorphic DNA; Amersham Biosciences) a partir do cDNA
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das amostras consideradas positivas pelo teste de HA. O teste de
RAPD é uma técnica utilizada para detectar polimorfismos gendmicos
utilizando para isto um Unico primer oligonucleotidio curto e de
sequéncia arbitraria em uma reacdao de PCR. A reacao de PCR é
realizada em condi¢cOes de baixa estringéncia de forma a gerar um
arranjo reprodutivel de produtos sequéncia-especificos que sao
analisados por eletroforese. Os produtos da PCR, apés passarem por
um processo de purificagdo, podem ser analisados através do
seqienciamento de DNA. Entretanto, apds ser realizada a reacao de
RAPD, somente foram verificados fragmentos de DNA na amostra
controle positivo do teste (DNA de E. coli) e bandas fracas quando
utilizou-se cDNA da amostra controle positiva (H1N1). Neste caso, nao
foi possivel detectar sequéncias do virus de influenza e nem de outros
virus que infectam suinos.

Muito embora nao tenha sido possivel isolar nenhuma amostra do virus
influenza em suinos, é sabido que o virus circula nesta espécie. Em um
trabalho prévio, desenvolvido pela Embrapa Suinos e Aves, o qual
analisou amostras de soro de suinos coletadas entre os anos de 1996 e
1999 foi identificada a presenca de anticorpos contra os subtipos
H1N1 (em 2,2% dos soros testados) e H3N2 (em 16,7 % dos soros
testados; Brentano et al., 2002), subtipos prevalentes em suinos, nos
quais a infeccao é considerada endémica. A prevaléncia desta infeccao
em suinos podera ser muito baixa de acordo com as caracteristicas de
sazonalidade da doenca, que pode ser maior no inverno, o que
determina uma possivel variabilidade na ocorréncia da doenca e nimero
provavel de isolamentos do virus.

Esta dificuldade em isolar amostras do virus influenza em suinos pode
ocorrer em virtude da presenca de imunidade prévia ao virus em suinos,
o que faz com que o mesmo circule sem evidéncias de sintomatologia
clinica. Nestes casos, o virus funcionaria como porta de entrada para
outras infeccdes respiratérias em suinos. Também, o sucesso do
isolamento viral é determinado pela oportunidade ou nao de detectar e
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coletar em tempo o material de animais ainda em fase aguda da
doenca. O sucesso na deteccdo do virus é maior quando as amostras
sado coletadas na fase inicial da infeccao, durante o periodo febril, nos
primeiros sete dias de doenca (Easterday et al., 1999). Apés isto, e em
virtude da ocorréncia de infeccdo secundaria com outros agentes virais
ou bacterianos, as oportunidades de isolar o virus sdo menores.

123456 78

Fig 1. PCR/ M (H1N1; extracédo viral a partir de fluido alantdéide de ovos
e a partir do SN de células MDCK; 24 e 48 horas de cultivo). L1:
Marcador de peso molecular de 100pb; L2. Lig. alantéide; L3.
SN/MDCK 48hs; L4. SN/MDCK (extracao dupla); L5. Lig.
alantéide (extracao dupla); L6. SN/MDCK 48hs (extracao dupla);
L7. SN/MDCK 24hs; L8. Controle negativo.
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Fig 2. PCR/ M (H1N1). L1: Marcador de peso molecular de 100pb; L2:
controle positivo, amostra H1N1; L3: amostra 36; L4: amostra
37; Lb: amostra 45; L6: amostra: 74; L7: amostra 76 e L8:
controle negativo.

Consideracodes finais

> A dificuldade encontrada no isolamento do SIV em suinos no presente
trabalho nao exclui a presenca do mesmo nos rebanhos suinos no Sul do
Brasil, uma vez que a avaliacao sorolégica dos rebanhos indicou a
circulacao do virus influenza na populacao suina, mas com baixa
prevaléncia.

> Mais estudos serao necessarios para a confirmacao dos resultados
encontrados com a PCR/M em 3 das amostras analisadas.

> A identificacdo e o monitoramento de quais subtipos virais sdo
predominantes na populagado suina somente serd possivel com a
intensificacdo da vigilancia da infeccao na populacao suina e avaliagcao
de material colhido de suinos com sintomas da infeccéao.
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