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Resumo

O virus da influenza A ¢ um agente zoondtico de grande relevancia para a saiude
humana e animal. O suino ¢ um hospedeiro importante na dindmica e epidemiologia da
infecgdo, pois ¢ suscetivel a infecgdo tanto por virus influenza da linhagem aviria como
da linhagem mamifera. A grande variabilidade genética encontrada nos virus influenza é
devido a dois mecanismos genéticos principais: mutagdes pontuais e rearranjo génico ou
reassortment. Este Ultimo, por possibilitar a troca de segmentos génicos entre dois
- diferentes virus de influenza infectando uma mesma célula, permite uma rapida evolugio
dos virus influenza, e surgimento de novos virus contra os quais nfo haja imunidade do
hospedeiro (humano ou animal). A pandemia de influenza que infectou humanos em
2009 foi a grande preocupac¢do da saide publica nos tltimos anos, alertando que as
medicinas humana e veterinaria devem estar em sintonia. A influenza é endémica em

suinos em muitos paises; onde a emergéncia de novos subtipos virais vém desafiando o
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seu controle e diagndstico. Principalmente, apds a surgimento do virus pHINI1, houve
uma maior preocupacio sobre a emergéncia de novos virus influenza em suinos com
potencial de causar novas pandemias de influenza. Com isso, 0 monitoramento de suinos
quanto a infec¢@o pelo virus influenza faz parte de um plano mundial preconizado pela
Organizag¢do Mundial da Satide (OMS) e OIE para o controle da infec¢do em humanos.
Somente com vigilancia e pesquisa serda possivel obter dados sobre a prevaléncia e

evolucdo genética dos virus influenza em populagdes de suinos no Brasil e no mundo.

Introducio

O virus da influenza A (VI) € um agente zoondtico de grande importancia para a
saude de humanos e animais (OLSEN, 2002). O suino, particularmente, € um hospedeiro
importante na dindmica e epidemiologia da infec¢do, pois pode se infectar com varios
subtipos virais, originarios de diferentes espécies como humana, avidria e suina
(VINCENT et al. 2009b, VINCENT et al. 2008). Nas células do sistema respiratério do
suino um fendmeno conhecido como rearranjo gendomico pode ocorrer entre diferentes
virus de influenza (VINCENT et al. 2009b). Deste rearranjo, novos virus emergentes
podem surgir, dentre eles virus mais patogénicos para os quais os animais (ou humanos)
ndo tém imunidade.

A pandemia de influenza que infectou humanos em 2009 foi a grande
preocupagdo da satide publica nos ultimos anos, alertando que as medicinas humana e
veterinaria devem estar em sintonia (OIE, 2011). Apesar da influenza em suinos ser
conhecida por longo tempo e considerada endémica em muitos paises, a ocorréncia e
emergéncia de novos subtipos virais vém desafiando o seu controle e diagnéstico
(LORUSSO et al. 2010). O pHIN1 € um virus novo, com segmentos génicos originarios
de virus de influenza humano, suino e aviario de diferentes continentes (GARTEN et al.
2009, SMITH et al. 2009). Apesar de no ser um risco de seguranga de alimentos, de ndo
estar presente na carne in natura, é um virus infeccioso para humanos e vérias espécies
animais e, no suino, pode causar sinais clinicos tipicos de influenza (VINCENT et al.
'2009a). Vacinas comerciais ndo sdo efetivas para controlar o pHINI e deve-se ter
cautela ao utilizar vacinas inativadas contendo subtipos heterélogos ao circulante no

rebanho, pois a vacina pode agravar os sinais clinicos € a mortalidade.
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Assim como o pHINI, outros VI ja foram identificados em rebanhos no Brasil.
Mesmo com prevaléncia elevada, ¢ necessdrio uma identificagdo rapida dos virus
circulantes para seu controle e conhecimento de outros subtipos, caso presentes em
rebanhos nacionais. A vigilancia de VI em suinos ndo faz parte das monitorias oficiais
no Brasil. Essa situacdo varia entre paises, mas geralmente faltam recursos, sendo esse o
principal motivo da ndo realizagdo da vigilancia regularmente. Assim, o monitoramento
de suinos quanto a infec¢do pelo virus influenza faz parte de um plano mundial
preconizado pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) e OIE para o controle da
infecg@o em humanos (OIE, 2011).

O objetivo deste trabalho € revisar a situag@o atual da infeccdo pelo virus da
influenza em suinos no Brasil ¢ no mundo. Nesta revisdo serfio abordados resultados
preliminares da pesquisa em influenza suina realizada na Embrapa Suinos e Aves em
projeto financiado pelo CNPq ¢ MAPA e informagGes da vigildncia mundial realizada

por um grupo de trabalho OFFLU composto pela OIE e FAO.
Virus da Influenza em suinos (VIS)

Os virus da influenza sdo virus pertencentes a familia Orthomyxoviridae que
contém 5 géneros: influenza virus A, B e C, Thogotovirus e Isavirus. Destes, apenas os
virus influenza A s3o zoonéticos, infectando mamiferos e aves, enquanto que os virus
influenza B e C sdo patdgenos de humanos. O genoma viral é composto por 8
segmentos de RNA interligados e protegidos por uma proteina viral chamada
nucleoproteina (NP) (BROWN, 2000).

Os virus da influenza A sfo classificados em subtipos de acordo com a
reatividade soroldgica das glicoproteinas de superficie: a hemaglutinina (HA) e a
neuraminidase (NA), que sdo os maiores alvos da resposta imune do hospedeiro. A
grande variabilidade genética dos virus influenza é devido a dois mecanismos genéticos
principais: muta¢des pontuais e rearranjo génico ou reassortment. As mutagdes pontuais
ocorrem devido a alta taxa de freqii€éncia de erros introduzidas pela enzima RNA
polimerase do virus durante o processo de copia do genoma para a replicagdo viral.
Como resultado deste processo sio observadas mutagdes pontuais freqiientes nos

diferentes genes (“antigenic drift’). Quando estas mutagdes ocorrem nos genes que
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codificam as glicoproteinas de superficie (HA e NA), pode ocorrer alteragdes nos sitios
reconhecidos por anticorpos neutralizantes, permitindo ao virus escapar da resposta
imune do hospedeiro, garantindo a sua perpetuagio e transmissdo a novos hospedeiros.
Devido a natureza segmentada do genoma dos virus influenza, também podem ocorrer
trocas de segmentos génicos entre virus parentais, quando uma célula do hospedeiro ¢é
infectada com dois (ou mais) VI diferentes. Este mecanismo € conhecido como
“antigenic shift”, permitindo a geracdo de uma progénie de virus com uma nova
combinagdo de genes (BROWN. 2000, OLSEN. 2002, VINCENT et al. 2009b), e
possibilitando uma rdpida evolug@o dos virus influenza.

Em mamiferos, os VI replicam principalmente nas células do trato respiratorio,
geralmente acompanhados de sinais clinicos de doenca respiratéria aguda, caracterizada
por febre, apatia, reducdo de consumo de ragdo, dificuldade respiratoria, tosse, espirro,
conjuntivite e descarga nasal (VINCENT et al. 2009b). A IS ¢ uma doenga de rebanho
caracterizada por elevada taxa de morbidade (até 100%) e baixa mortalidade (<1%). O
VIS faz parte do complexo respiratério dos suinos, juntamente com outros agentes
como o Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella
multocida, virus da sindrome reprodutiva e respiratéria dos suinos (PRRSV) e o
circovirus suino tipo 2 (PCV2) (VINCENT et al. 2008).

Virios experimentos j4 demonstraram a susceptibilidade dos suinos ao pHINI,
0 que acarretou em uma dissemina¢do extremamente eficiente entre os rebanhos com
apresentacdo de sinais clinicos e lesdes consistentes com a infecg¢do por VIS (LANGE et

al. 2009, PASMA & JOSEPH. 2010, PEREDA et al. 2010, VINCENT et al. 2010).

VIS ao redor do mundo

Em suinos, a doenga € considerada endémica e os animais sdo considerados
portadores dos subtipos A/HIN1, A/H3N2 e A/HIN2 (VAN REETH et al. 2008,
VINCENT et al. 2009b). Além destes VI, o pHIN1 também esta presente na populacdo
sufna em varios paises do mundo. Na América do Norte, Europa e Asia os VIS
circulantes em suinos sdo geneticamente diferentes devido a introduc¢des independentes

e manuten¢do de linhagens gendmicas de origem aviaria, humana e suina.
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Nos EUA, o VIS HINI classico (cHIN1) era a principal causa de influenza
sufna até 1998. Desde o surgimento de virus influenza H3N2 triplo-recombinantes
contendo uma combinacdo unica de genes internos conhecida como “gene interno de
rearranjo triplo” ou TRIG (#riple reassortant internal gene cassette), houve um aumento
na taxa de mudancas genéticas em isolados de VIS da América do Norte, e clusters
genéticos € antigénicos diferentes comegaram a evoluir (VINCENT et al. 2009¢). Os VI
contendo o TRIG séo caracterizados por possuirem os segmentos génicos NP, M, NS do
cHINI, os segmentos PB2 e PA de virus aviarios e PB1, HA e NA de virus humanos.
Assim, nos EUA e Canadd, os recombinantes H1 e os virus H3N2 sdo endémicos e a
maioria contém o TRIG, independente do subtipo. O TRIG estd também presente na
Coréia, Vietnd e China (LORUSSO et al. 2012, NGO et al. 2012). Desta forma, virus
com o HA de linhagem cHIN1 evoluiram formando os clusters alfa, beta, gama e delta,
sendo que os quatro clusters do gene HA podem ser encontrados contendo genes da
neuraminidase dos subtipos N1 ou N2 (LORUSSO et al. 2012). Outro evento
importante foi o surgimento, a partir de 2005 nos EUA (e 2003 no Canad4), de HIN1 e
HIN2 com o gene HA derivado de VI humano (e diferente do cHIN1). Esses virus
emergiram e se espalharam em rebanhos americanos e foram denominados de cluster
delta. No periodo entre 2008 a 2010 os VI cluster delta evoluiram tanto que foram
classificados como subclusters delta I e delta 2 (HIN2 e HINI, respectivamente). Os
HAs do cluster delta sdo pareados com N1 ou N2 da linhagem humana. Desta forma,
atualmente, circulam na populagdo suina dos EUA os virus pHINI (e demais gama
cluster), HIN1 (clusters alfa, beta, e delta 2), HIN2 (delta I) e cluster TV H3N2.

Na Europa e Asia circulam em suinos VI diferentes do TRIG (BROWN, 2000).
Apesar do virus cHINT ter circulado na Europa e Asia, como nas demais partes do
mundo, na Europa eles foram substituidos por outros subtipos virais. Na mesma época
do surgimento do virus cHIN1 em suinos, em 1976, emergiu também o virus H3N2
humano (human-like). Em 1979, surgiu o virus influenza HIN1 aviario (avian-like), o
qual rapidamente substituiu o virus cHINI, tornando-se a linhagem dominante e,
posteriormente, sofrendo um rearranjo com o virus H3N2 humano, dando origem a
virus contendo os genes HA e NA de origem humana e os genes internos de origem
avidria (CASTRUCCI et al. 1993). A partir da década de 90 emergiram os virus HIN2
contendo diferentes combinagdes de genes (BALINT et al. 2009, KYRIAKIS et al.
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2009). A maioria dos virus de influenza suina que circulam na Europa também sdo
encontrados na Asia, porém existem vérias linhagens virais que sdo encontradas
somente na Asia. A China é ponto chave na epidemiologia dos VI na Asia, devido a
elevada densidade e producdo animal como também devido as praticas de manejo (ZHU
et al. 2011). Isolados de VI em suinos na China incluem cHINI, pHINI1, H3N2 da
Euréasia, H3N2 de origem humana ou H3N2 Norte Americano, HIN1 da Eurasia e
HIN2 contendo TRIG, dentre outros. Assim, VI isolados na China incluem VI da
América do Norte e da Europa, rearranjos entre VI da América do Norte e Europa e VI
unicos de origem aviaria (ZHU et al. 2011). A maior parte destes dados sdo originarios
da regido de Hong Kong, sendo que no restante do pais a informag@o € escassa.

Na Coréia do Sul, o cHIN1, HIN2 TRIG e H3N2 circulam, sendo que o H3N2
de origem humana também foi introduzido (LEE et al. 2008). Da mesma forma, o H3N2
de origem humana contendo o TRIG também circula no Vietnd (NGO et al. 2012). Na
Tailandia circulam VI semelhantes aos da Eurasia, como o cHINI1, HINI1, pHINI e
H3N2 (humano).

Na América do Sul, a Argentina realizou vigilancia na populagdo suina para VI
no INTA, SENASA e Universidad Nacional de La Plata entre os anos de 2008 e 2011.
No final de 2008 um H3N2 de origem humana foi isolado de suinos com sinais tipicos
de influenza (CAPPUCCIO et al. 2011). A reprodug@o experimental da doenga mostrou
que o virus foi transmitido de forma eficiente entre os suinos, € que os animais
inoculados tinham lesdes caracteristicas do VI, sugerindo que este virus ¢é
completamente adaptado para suinos e tem potencial para ser mantido na populacdo
suina. Também em 2009, foi relatada a infeccdo de suinos com o virus pHINI
(PEREDA et al. 2011) e, em 2010 e 2011, também foi relatado o isolamento de virus
recombinantes naturais com os genes internos do pHIN1 e os genes de superficie (HA e
NA) de origem humana H1. Portanto, h4 alguma evidéncia indireta de circulagdo de VIS
humano, como HI1, na Argentina (CAPPUCCIO et al. 2011). Em 2011, outro virus
recombinante foi isolado contendo os genes de superficie do virus H3N2 totalmente
humano, isolado pela primeira vez em 2008, e todos os genes internos originarios do
virus pHINI1. Os sinais clinicos observados em todos estes casos correspondem aos

sinais tipicos de gripe (febre, dispnéia, tosse, espirros, etc), e a auséncia de vacinas e as
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caracteristicas de produ¢do de suinos da Argentina podem contribuir para o surgimento

de novos rearranjos (Ariel Pereda, comunicagdo pessoal).
Infecciio pelo virus da influenza A em suinos no Brasil

No Brasil, antes de 2010, existiam poucos estudos da infec¢do de suinos com o
VIS. Apesar do VIS ser um agente importante ¢ estudado no mundo inteiro como
responsdvel por infecgdes respiratorias agudas em suinos, atuando como agente
primério ou coadjuvante destas infec¢bes, no Brasil, até recentemente, ele nio era
considerado importante. Apo6s a emergéncia do virus pHIN1, a pesquisa, diagnostico e
controle da influenza tornaram-se extremamente importantes para a saude dos rebanhos
suinos no Brasil. Mesmo assim, poucos dados e resultados estdo disponiveis para serem
descritos aqui.

No Brasil, Bueno estudou casos de broncopneumonia em suinos de 1938 a 1943,
onde descreve uma enfermidade compativel com VIS [revisado por (CUNHA et al.
1978)]. Porém, ndo conseguiu isolar o agente filtravel devido ao pouco conhecimento
sobre o virus na época. Ja em 1978, foi isolado o primeiro VIS de um suino de trés
meses de idade proveniente de Minas Gerais e abatido no Rio de Janeiro (CUNHA et al.
1978). O agente foi isolado em ovos embrionados de galinha e caracterizado a partir de
soro hiperimune de galinha, produzido frente a amostra A/Swine/Illinois/1/63, contra a
qual o isolado brasileiro produziu titulos neutralizantes de HI acima de 1:320, mas néo
teve reagdo cruzada frente ao virus A/Hong Kong/1/68. No entanto, nio foram
realizados estudos com genética molecular mais aprofundados, para garantir a natureza
do isolado ou a qual subtipo pertence esse virus. Mais recentemente, Mancini et al.
(2006) relataram ter isolado o VIS de amostras oro-nasais de suinos no estado de Sio
Paulo. Contudo, os isolados n3o foram caracterizados.

Estudos soroldgicos analisando soro coletado de suinos de 10 estados brasileiros
10 periodo de 1996 a 1999 indicaram a presenga de anticorpos contra os subtipos virais
HIN1/Texas/1/77 (2.2%) e H3N2/New Jersey/76 (16.7%) (BRENTANO, 2002). Outros
estudos realizados apresentaram uma prevaléncia de anticorpos contra o virus influenza
ainda maior. Mancini et al. (2006) encontraram anticorpos inibitorios contra os subtipos

HINI1 (85,29%), H3N2 (85,29%) e contra o virus influenza tipo B (91,17%). O estudo
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realizado por Caron et al. (2010) analisando soro de suinos do estado do Parana relatou
que 46% das granjas analisadas foram consideradas positivas para o virus influenza,
com uma prevaléncia de anticorpos em suinos contra o subtipo H3N2 de 20% (CARON,
2010).

A Embrapa Suinos e Aves tem uma linha de pesquisa de influenza suina desde
2004. A analise de amostras de secrec¢@o nasal coletadas de 281 suinos de 29 granjas
comerciais localizadas no estado de Santa Catarina no periodo de 2005-2006 revelou a
presenca de material genético viral através de RT-PCR (SCHAEFER, 2008).
Recentemente, e coincidindo com a pandemia de influenza A (HIN1) em humanos,
foram relatados no Brasil inimeros surtos de infecgdo respiratéria aguda em suinos de
varias faixas etdrias. A andlise de um destes isolados através do sequenciamento do
genoma viral revelou que o virus encontrado em suinos ¢ o mesmo que circula em
humanos (A/HIN1/2009) (SCHAEFER, 2011). Desde 2009, a coleta de amostras de
suabes nasais e tecido pulmonar de suinos (total de 646) possibilitaram o isolamento de
46 VI. At€¢ o momento, ja foram realizadas analises de sequenciamento completas ou
parciais dos segmentos génicos da HA, NA, M, NP, PB1, PB2 e PA de 25 VI. Baseado
na andlise das sequéncias dos genes HA, NA, M e PB1, 16 VI mostraram elevada
identidade (98-100%) com o pHINI1 que circula em humanos desde 2009. Cinco VI
estdo muito relacionados com o VI equino H3N8 e quatro VI isolados, baseado nas
sequéncias dos genes HA, NA, M, NP, PB1, PB2 ¢ PA, revelaram ser um novo VI
HIN2, ainda ndo descrito no Brasil. Além disso, a andlise dos genes deste novo virus
HINZ2 revelou ser um rearranjo viral onde os genes das glicoproteinas de superficie (H1
e N2) sdo de origem humana (delta cluster) e os genes internos (M, NP, PB1, PB2 e
PA) sdo derivados do pHINI, que vem circulando em suinos brasileiros nos altimos 2
anos.

A analise de soros de suinos coletados em 106 granjas comerciais no periodo de
julho de 2009 a dezembro de 2011 mostraram uma prevaléncia de 60% de soros
positivos para influenza A (1889 positivos/ 3150 soros) através de um teste de ELISA
comercial (Avian Influenza MultiS-Screen Idexx ELISA). Além disso, a analise por HI
de soros coletados de suinos no Brasil, antes e depois de 2009, revelou que antes de
2009 a presenga de anticorpos contra o virus influenza pandémico (HIN1) ndo era

detectado em suinos no Brasil (CIACCI- ZANELLA, 2011).
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A populagdo de suideos silvestres, tanto javalis criados em sistema intensivo
como porcos ferais (porco monteiro do Pantanal Matogrossense) foram também
avaliados neste projeto em conjunto com a UFRGS ¢ Embrapa Pantanal,
respectivamente. Todavia, a amostragem e testes realizados foram diferentes para esses
animais. Amostras de pulméo de javalis foram coletados ao abate com o objetivo de
investigar o envolvimento do VI em quadros de pneumonia, juntamente com outros
agentes como o Mycoplasma hyopneumoniae. VI foram detectados por PCR
quantitativa em 11 de 60 pulmdes com lesdes macroscopicas tipicas de pneumonia
examinados. Destas amostras, o sequenciamento do gene M indicou identidade de 98-
99% com o pHINI (BIONDO, 2012). Com relagdo a populagio de porcos monteiros
analisada, foram coletadas amostras de soro sanguineo e os resultados indicaram a
presenca de anticorpos para VI em 105 das 141 amostras testadas (74,5%).

Um estudo visando a detecgdo da infecgdo pelo VI em suinos em seis estados
brasileiros, mas principalmente no estado de MG, foi realizado recentemente. Este
estudo abrangeu a detecc@o sorologica, o isolamento viral, sequenciamento gendmico e
estudo da dindmica de infec¢do. Concluiu-se que o VIA esta circulando em pelo menos
64,7% das granjas estudadas. O sequenciamento do gene HA de isolados do VI indicou
elevada identidade destes com o pHINI1. A andlise de soros coletados antes de 2009
indicou que os VIS, mas nfo o pHINI, circulavam nas granjas estudadas. Estudos de
perfil sorologico indicaram uma queda nos titulos de anticorpos de suinos na fase de
creche, o que poderd acarretar um agravamento da doenga respiratéria e,

consequentemente, as perdas econdmicas (RAJAO, 2012).
Conclusbes

Apesar da influenza em suinos ser conhecida por longo tempo e ser considerada
endémica na maioria dos paises produtores de suinos, no Brasil o virus da influenza n3o
ra considerado um agente infeccioso importante para a sanidade de suinos. Esta
situagio mudou com a pandemia de influenza em humanos em 2009 e com a
consequente transmissdo do virus pHIN1 para suinos, colocando em evidéncia a
importancia das zoonoses para a satde humana e animal. Como resultado disto,

aumentou a disponibilidade de amostras para diagnéstico virolégico, o que possibilitou

65



Zanella, J. R. C.; Vincent, A. L. & Schaefer, R. Situagdo atual da infec¢do pelo virus da Influenza em
suinos no Brasil e no mundo.
VIl SINSUI — Simpdsio Internacional de Suinocultura

que estudos mais detalhados sobre a ocorréncia de influenza em suinos pudessem ser
realizados no Brasil. Dados de pesquisa realizada pela Embrapa Suinos e Aves em
granjas comerciais, entre julho de 2009 a dezembro de 2011, apontam para uma
prevaléncia de anticorpos em suinos contra o virus influenza A de 60%. Também ficou
evidenciado, através da analise por HI de soros de suinos coletados no Brasil antes e
depois de 2009 que, antes de 2009, a presenca de anticorpos contra o Vvirus influenza
pandémico (pHIN1) ndo era detectado em suinos no Brasil. Resultados do isolamento
viral e analise molecular de amostras do virus influenza detectadas em suinos no Brasil
revelou a circulagdo do virus pandémico pHINI, virus recombinante HIN2 (human-
like), além de um virus influenza de origem equina (H3N8).

A ocorréncia em suinos tanto do virus influenza pHIN1, o qual tem apresentado
uma grande capacidade de disseminagdo em suinos no mundo inteiro, assim como O
novo virus influenza HIN2 (human-like) detectado em suinos em 2011, nos leva a
indagar se estes novos virus se estabelecerdo em suinos, substituindo os virus influenza
classicos, e contribuindo para o surgimento de novos virus influenza.

Desta forma, os trabalhos de pesquisa em influenza suina realizados até o
momento enfatizam a importancia da realizagdo do monitoramento de suinos visando a
deteccdo do virus influenza com o objetivo de aumentar os dados disponiveis sobre a

prevaléncia e evolugdo genética dos virus influenza em populagdes de suinos no Brasil.
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