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Orientac¢des para o diagnodstico de influenza em suinos?
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ABSTRACT.- Schaefer R, Rech R.R, Silva M.C,, Gava D. & Ciacci-Zanella J.R. 2013. [Guide-
lines for diagnosis of swine influenza.] Orientacdes para o diagnostico de influenza em
suinos. Pesquisa Veterindria Brasileira 33(1):61-73.Embrapa Suinos e Aves, BR 153 Km 110,
Concordia, SC 89700-000, Brazil. E-mail: rejane.schaefer@embrapa.br

This article is intended to describe the adequate sample collection, the laboratory pro-
cedures/techniques, the expected results and their interpretation for diagnosis of influen-
za infection in swine, serving as a support for field veterinarians. In live pigs, the samples
to be taken are nasal secretions, oral fluids and blood. For dead pigs, preference should
be given to samples of cranioventral lung consolidation. Nasal discharge and chilled lung
fragments are used for detection of virus (virus isolation - VI) or viral nucleic acids (con-
ventional RT-PCR and real-time RT-PCR). Samples should not be frozen, because the virus
is inactivated at -20°C. Molecular characterization of isolates is performed by phylogenetic
analysis of gene sequences obtained by DNA sequencing. Serum is used for the detection of
antibodies using hemagglutination inhibition (HI) test and ELISA. Oral fluid may be used
for either antibody (ELISA) or viral detection. Fragments of lung fixed in 10% formaldehy-
de are used for histopathological analysis to identify bronchointerstitial pneumonia, and
for immunohistochemistry (IHC) for antigens. For a successful diagnosis, sampling should
be preferably performed in the acute phase of the disease to improve chances of virus de-
tection. The best options to perform the diagnosis of influenza A in a swine herd are RT-PCR
and VI from nasal swabs or oral fluid in live pigs and/or lung tissue for RT-PCR, VI or IHC
in dead pigs. Serological tests are of very limited diagnostic value and are useful only to de-
termine the immune status of the herd, not indicating clinical disease, because antibodies
are detected after 7-10 days post infection (subacute phase). The diagnosis of influenza is
important to evaluate the involvement of this agent in the complex of respiratory diseases
in pigs. Furthermore, the isolation of influenza virus is essential for monitoring the main
subtypes circulating in a given region or country, as well as for the detection of potential
new viral reassortants, because influenza is considered a zoonosis.

INDEX TERMS: Influenza A virus, oral fluid, sampling, diagnostic tests, respiratory diseases, swine.

RESUMO.- Este trabalho descreve a colheita adequada de
amostras, as técnicas/procedimentos disponiveis para o
diagndstico de influenza A em suinos, assim como os resul-
tados e suas respectivas interpretagoes, para auxiliar mé-
dicos veterinarios de campo na identificacdo dessa doenga.
Em suinos vivos, as amostras adequadas sdo: secrecdo na-
sal, fluido oral e sangue (soro). Para suinos mortos, colher
preferencialmente amostras de pulmao com consolidagcdo
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cranioventral. Secrecao nasal e fragmentos de pulmao re-
frigerado sdo utilizados para detectar particula viral via-
vel (isolamento viral - IV) ou acido nucleico viral (RT-PCR
convencional e RT-PCR em tempo real). As amostras nido
devem ser congeladas, pois o virus é inativado a -20°C. A
caracterizacdo molecular dos isolados é feita pela analise
filogenética obtida pelo sequenciamento de DNA. O soro é
utilizado para a detecgdo de anticorpos (Acs) por meio do
teste da inibicdo da hemaglutinagao e ELISA. O fluido oral
pode ser utilizado para detec¢do de anticorpo (ELISA) ou
de virus. Fragmentos de pulmao fixados em formol a 10%
sdo examinados microscopicamente para identificar pneu-
monia broncointersticial e para deteccdo de antigeno viral
pela imuno-histoquimica (IHQ). Para o sucesso do diagnoés-
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tico, as amostras devem ser colhidas de suinos que estio
preferencialmente na fase aguda da doenga, para aumen-
tar as chances de detecgdo viral. As melhores opgdes para
o diagnéstico de influenza A em suinos vivos sdo RT-PCR e
isolamento viral de amostras de swab nasal ou fluido oral.
Pulmio para andlise por RT-PCR, isolamento viral ou IHQ
é a amostra de escolha em suinos mortos. Testes soroldgi-
cos tém valor diagndstico limitado e sao utilizados apenas
para determinar o estado imune do rebanho, ndo indicando
doenca clinica, pois os Acs sdo detectados 7-10 dias p6s-
-infeccdo (fase subaguda). O diagnoéstico de influenza é
importante para avaliar o envolvimento desse agente no
complexo de doenga respiratéria suina. Além disso, o isola-
mento do virus influenza é essencial para o monitoramen-
to dos principais subtipos circulantes em uma determinada
regido ou pais, assim como para a detec¢do de novos rear-
ranjos virais, ja que influenza é considerada uma zoonose.

TERMOS DE INDEXACAO: Virus influenza A, fluido oral, colheita
de amostras, testes diagnosticos, doengas respiratérias, suinos.

INTRODUCAO

Influenza em suinos

A influenza é uma doencga respiratéria viral aguda, al-
tamente contagiosa, que afeta suinos e outras espécies, in-
cluindo humanos. Em suinos, a doenga é causada pelo vi-
rus influenza A. Quando introduzida pela primeira vez na
granja, a doenca é caracterizada pelo aparecimento subito,
acometendo um grande numero de suinos (até 100%) de
varias faixas etarias. Isto ocorre porque os suinos ndo foram
expostos ao virus influenza previamente; assim, a doenca
aparece na sua forma epidémica (Van Reeth et al. 2012).
Uma vez estabelecida na granja (forma endémica), a doenca
geralmente aparece na fase de creche em rebanhos nao va-
cinados, pois os anticorpos maternais persistem até a sexta
semana de vida (Janke 2000). Quando as matrizes sdo vaci-
nadas, os anticorpos persistem por até 14 semanas de ida-
de e assim a doenca aparece mais tarde no rebanho. Surtos
podem ocorrer durante todo o ano e fatores como a idade
do suino, estado imunitario, pressao de infec¢io, condi¢des
climaticas, manejo, reposicdo ou entrada de suinos de ou-
tros rebanhos e doengas concomitantes podem influenciar
o numero de casos da doenca (Van Reeth et al. 2012).

O virus replica no epitélio respiratorio e é excretado nas
secrecdes nasais dentro das 24 horas ap6s a infec¢ao. A ex-
crecdo viral diminui por volta de seis a oito dias pds-infec-
¢do (Detmer et al. 2012). A transmissao ocorre por contato
direto entre os suinos por meio das secrecdes nasais de su-
inos infectados/doentes. Os sinais clinicos frequentemente
observados sao febre (40,5-41,5°C), anorexia, prostragao,
relutdncia em levantar-se, taquipneia e, apés alguns dias,
tosse (Van Reeth et al. 2012). Geralmente a mortalidade é
baixa (<£1%) e arecuperacao clinica dos suinos é rapida, en-
tre cinco e sete dias ap6s o inicio dos sinais clinicos, desde
que ndo ocorram complicacdes devido a infecgdes secunda-
rias. Reinfec¢des podem ocorrer uma vez que a imunidade
cruzada entre subtipos virais é parcial (Vincent etal. 2010).
A infecgdo pelo virus influenza em suinos é restrita ao trato
respiratério e o virus ndo esta presente em outros tecidos,
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como o tecido muscular (Vincent et al. 2009). Desta forma,
a carne suina é segura para o consumo humano e, de acor-
do com a Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE), a
presenca de influenza A em suinos nao deve ser considera-
da barreira para o comércio internacional da carne suina.

O objetivo deste trabalho é orientar os médicos veteri-
narios em reconhecer a influenza em rebanhos suinos, co-
lher o material adequado para a analise laboratorial e rea-
lizar a correta interpretacao dos resultados. As orientagdes
compiladas neste trabalho pretendem auxiliar no sucesso
do diagnéstico, reforgando o elo de conexdo do campo com
o laboratdrio de diagnostico.

Selec¢do do suino

A obtenc¢do da melhor amostra para o diagndstico de
influenza comeca com a selecdo correta dos suinos para a
colheita de material (Janke 1995). Devem-se selecionar su-
inos que estejam na fase aguda da doenga, febris, com ou
sem tosse. Um método impreciso de avaliar se os suinos
estdo com febre é observar se estio amontoados na baia,
entretanto, o método recomendado é o uso do termometro
para aferir a temperatura retal. Suinos refugos nao devem
ser enviados para o diagndstico, uma vez que podem re-
presentar leitdes que ja nasceram com peso abaixo do ade-
quado, fracos e/ou que adquiriram essa condicdo devido
a problemas de manejo, nutricdo, sanidade, ambiéncia etc.
Da mesma forma, evitar selecionar suinos que morreram
espontaneamente, porque os tecidos apresentam autoli-
se (auto-destruicdo celular apés a morte) que prejudica a
qualidade das amostras. Preferencialmente, ndo selecio-
nar sufnos que ja tenham sido medicados. Embora o uso
de antibiéticos nao interfira nos testes virolégicos, diminui
ou anula as chances de isolamento de agentes bacterianos.
Realizar a eutanasia dos suinos de modo a atender as exi-
géncias de bem-estar animal (National Pork Board 2009).

Colheita, acondicionamento e envio das amostras ao
laboratorio

Para teste viroldgico e molecular sdo colhidas amostras
de secregdo nasal, pulmao e fluido oral. Para o diagnéstico
anatomo-histopatoldgico e imuno-histoquimico, colhe-se
pulmdo. Embora a traqueia também seja um sitio de repli-
cacdo viral, é pouco utilizada no diagnoéstico de rotina de
influenza. Para o diagnoéstico sorolégico sdo colhidos san-
gue e fluido oral. Suinos vivos ndo medicados e com sinais
tipicos de doenga aguda podem ser enviados ao laboratério
de diagndstico para necropsia e colheita de amostras.

A secrec¢do nasal é a amostra de escolha para o diagnos-
tico de influenza em suinos vivos. Para a colheita de secre-
¢do nasal devem ser utilizados swabs sintéticos (dracon
ou rayon; nao utilizar swabs de algoddo ou alginatados)
com aproximadamente 15cm de comprimento, e meio de
transporte de virus (meio de cultura ou solucdo salina de
fosfatos - PBS), suplementado com antibiéticos e albumina
sérica bovina (OIE 2010). No momento da colheita, o suino
deve ser contido adequadamente com a cabeca posicionada
para cima, afim de permitir um facil acesso a cavidade na-
sal. O swab é umedecido no meio de transporte e introduzi-
do suavemente na narina, seguindo a dire¢ao dorso-medial
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Fig.1. Colheita de secregdo nasal. (A) Introdugdo de swab na dire¢do dorso-medial acompanhando o septo nasal. (B) Hemisec¢do da
cabeca mostrando a profundidade de inser¢do e o posicionamento de swab na cavidade nasal em um suino de quatro semanas. (C)

Acondicionamento de swab no meio de transporte.

(acompanhando o septo nasal) (Fig.1A). Realizar um movi-
mento circular com swab para cobrir a maior parte da su-
perficie da mucosa nasal. A profundidade aproximada de
insercdo de swab para uma 6tima amostragem depende da
idade do suino (em geral, de 3-10cm; Fig.1B). A introduc¢ao
de swab na narina ndo deve oferecer resisténcia e, o ma-
terial colhido preferencialmente ndo deve conter sangue.
Utilizar um swab por animal; ndo colocar swabs de mais de
um suino no mesmo frasco contendo o meio de transpor-
te. Caso haja necessidade de colher secrecdo nasal para o
diagndstico bacterioldgico, introduzir outro swab na outra
narina. Ap6s a colheita, a haste do swab deve ser cortada
e o swab mantido dentro do frasco, identificado apropria-
damente, e armazenado a 4°C até o envio ao laboratério
(Fig.1C). Os swabs nasais devem ser mantidos refrigerados,
nunca congelados, e enviados ao laboratério no mesmo
dia da colheita (chegando ao laboratério, no maximo, em
48 horas). As chances de isolamento viral diminuem com o
passar dos dias (Kim & Pedersen 2009).

Para a colheita de sangue e obtenc¢ao de soro, utilizam-
-se os seguintes materiais: seringas de 10mL e agulhas des-
cartaveis e estéreis ou tubos Vacutainer®. Para leitdes de
creche usar agulhas com tamanho de 25x8 ou 25x10. Para
suinos em crescimento e terminacdo, usar agulhas 40x12
ou 40x16. Durante a colheita, conter o suino adequada-
mente. Colher sangue da fossa jugular direita (Ramirez &
Karriker 2012) (Fig.2), movimentando a agulha para cima
ou para baixo, ndo lateralmente, para evitar ruptura de va-
sos ou nervos. Apds a colheita, manter o sangue na serin-
ga (identificada) em temperatura ambiente (21-23°C) por
pelo menos duas horas para que ocorra a formagéo do coa-
gulo e separacdo do soro. Apds, a seringa deve ser armaze-
nada a 4°C, pois a baixa temperatura facilita a retracao do
coagulo e formacgao do soro. Caso as seringas ndo possam
ser encaminhadas ao laboratorio em 24 horas, retirar o
soro do contato com o codgulo, para evitar a hemdlise, que
diminui a qualidade do soro. Caso haja a disponibilidade de
uma centrifuga, centrifugar as amostras de sangue apo6s a
formacgao do coagulo, a 3.000rpm por 10 minutos. Identifi-
car as amostras e congelar o soro (Muirhead 1981, Ramirez
& Karriker 2012).

O fluido oral é uma mistura de saliva e transudato mu-
coso oral que tem sido utilizado na medicina veterinaria

Fig.2. Métodos de contengdo de suinos para colheita de sangue.
(A) Suinos de até 30kg na posicdo vertical com leve tragdo
da cabega para baixo. O circulo indica o local onde a agulha
é inserida na fossa jugular direita. (B) Suino com mais de 30
kg em estagdo com a cabega tracionada para cima em angulo
de 30°. Para localizar a fossa jugular, duas linhas imaginarias
(vermelhas) sdo tragadas da ponta de cada orelha até o ester-
no, para localiza¢do da fossa jugular. A agulha é inserida no
ponto preto do circulo, preferencialmente do lado direito do
suino, a fim de evitar lesdo do nervo vago esquerdo.

para deteccdo de anticorpos e agentes infecciosos (Pri-
ckett et al. 2008, Prickett & Zimmerman 2010). O proces-
so de colheita do fluido oral é simples, ndo invasivo e mui-
to pratico, uma vez que leva em conta o comportamento
natural curioso dos suinos, os quais interagem e brincam
com a corda de algodao utilizada na colheita e com isso
depositam o fluido oral na mesma. Como a colheita do
fluido oral é realizada por grupo, um maior niimero de
suinos é amostrado, reduzindo o custo da mao-de-obra.
A utilizacdo de fluido oral para o diagnéstico de influenza
foi considerado um método sensivel para a deteccdo do
virus (Detmer et al. 2011), mesmo quando ha baixa preva-
léncia de influenza nas baias estudadas (Romagosa et al.
2011). Amostras de fluido oral tém sido também utiliza-
das para o diagndstico do virus da sindrome reprodutiva
e respiratéria dos suinos (PRRSV) e circovirus suino tipo
2 (PCV2), bem como deteccdo de anticorpos para PRRS
(Prickett et al. 2008).

Pesq. Vet. Bras. 33(1):61-73, janeiro 2013
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Os materiais necessarios e os procedimentos de colhei-
ta e envio do fluido oral sdo:

a) Cordas 100% algoddo, com didmetro sugerido de
1,3cm para colheita de fluido oral de leitdes de creche e
1,6cm para suinos em crescimento-terminacgdo. As cordas
devem ser cortadas de tal forma que elas atinjam o topo
dos ombros dos suinos e devem ter as pontas desfiadas
para facilitar a apreensdo da mesma. As cordas devem ser
amarradas firmemente na baia, com o auxilio de arames ou
outro material, para que ndo tenham contato com o piso,
comedouros ou bebedouros.

b) Utiliza-se uma corda para cada 10 suinos ou uma cor-
da por baia, as quais sdo expostas aos suinos para mastiga-
¢do por 20-30 minutos (Fig.3A).

c) A parte molhada da corda é colocada em um saco
plastico limpo e resistente de 3,7L (por exemplo, ziploc®)
(Fig.3B) e o fluido oral é extraido da corda através de com-
pressdo manual, acumulando-se em um dos cantos do saco
plastico (Fig.3C). O saco é fechado, o canto inferior do mes-
mo é cortado e o fluido oral é coletado para um tubo plas-
tico de 5mL (Fig.3D). Geralmente sdo obtidos 4 a 8mL da
amostra de fluido oral. Caso nao seja possivel centrifugar
os fluidos orais coletados, é importante deixar os tubos em
repouso a 4°C durante 8-12 horas para permitir a sedimen-
tacdo dos debris celulares presentes no fluido oral.

d) As amostras devem ser identificadas como fluido oral
no momento da submissdo ao laboratério (Fig.3D), uma
vez que protocolos especiais sdo utilizados na andlise des-
tas amostras.

e) Para o transporte até o laboratério as amostras de
fluido oral devem ser mantidas refrigeradas (Prickett et al.
2008, Romagosa et al. 2011, Ramirez & Karriker 2012).

O pulmao é a amostra de escolha para o diagnéstico de
influenza em suinos necropsiados. A melhor forma de ob-
servar as lesdes de pneumonia em suinos é realizar a ne-
cropsia em decubito lateral. A necropsia deve ser realizada
logo apos a eutanasia. Apos a retirada das costelas, cortando
proximo as juncgdes costocondrais com faca ou costétomo,
pode-se observar o aspecto lateral de um dos pulmdes. O as-
pecto macroscépico tipico de pneumonia por influenza em
suinos é de areas vermelhas, ligeiramente deprimidas (ate-
lectasia) e mais firmes (consolidagdo), afetando areas exten-
sas da regido cranioventral do pulmao (Gauger et al. 2012a),
podendo se estender as areas caudais em lébulos isolados,
dando o aspecto de “tabuleiro de xadrez” (Pereda et al.
2010) (Fig.4A). Essa lesdao macroscépica pode ser indistin-
guivel da causada por Mycoplasma hyopneumoniae (Lopez
2012). Muitas vezes, as lesdes induzidas pelo virus influenza
estdo mascaradas por broncopneumonias bacterianas (Van
Reeth et al. 2012). Entio, tanto as amostras de pulmao refri-
geradas como as fixadas em formol sdo tteis para o diagnos-
tico de outras doengas respiratdrias em suinos.

Para a realizagdo de testes virolégicos e moleculares,
colher fragmentos de pulmdo dos lobos afetados, conten-
do brénquios e bronquiolos (Fig.4B). Fragmentos das ex-
tremidades do pulmdo nao sdo ideais para o isolamento
do virus influenza, porque nessas areas existem poucos
bronquiolos. Os fragmentos de pulmao devem ser embala-
dos em saco plastico devidamente identificado e mantidos
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Fig.3. Colheita de fluido oral. (A) Posicionamento da corda na baia
na altura do ombro dos suinos para facilitar a apreensdo. (B)
Parte molhada da corda contendo fluido oral dentro do saco
plastico. (C) Acimulo do fluido oral em um dos cantos do saco
plastico apds compressdo manual da corda para extracdo do
fluido oral. (D) Armazenamento do fluido oral em frasco de
transporte devidamente identificado.

sob refrigera¢do para o envio ao laboratoério. Nao congelar
as amostras em freezer convencional, pois o congelamen-
to a -20°C inativa o virus influenza (Van Reeth et al. 2012).
As amostras de diferentes suinos ou diferentes tecidos do
mesmo animal devem ser acondicionadas separadamente
para que ndo haja contaminagao entre as amostras. Iden-
tificar o saco plastico com o tipo de amostra (nesse caso,
pulmao) e mossa ou brinco do suino usando caneta de mar-
cagdo permanente. Se necessario, identificar o lote.

Para os exames histopatolégico e imuno-histoquimicos
devem-se colher fragmentos do pulmao afetado de aproxi-
madamente 1,0cm de espessura (Fig.4C). A faca deve estar
bem afiada para ndo amassar o pulmao durante o corte,
evitando artefatos no tecido ao exame microscopico. Os
fragmentos devem ser colocados imediatamente em fras-
cos de boca larga e tampa com excelente vedacio, ja con-
tendo formol a 10%, caso contrario podem grudar no fundo
do frasco e prejudicar a fixagdo. A func¢io do formol € inter-
romper o processo de autolise do tecido. Para uma correta
fixacdo é necessario respeitar a relagdo de uma parte de te-
cido para 10 ou mais partes de formol. Ndo ha necessidade
de colocar algodao hidrofébico com o objetivo de manter
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o fragmento em contato com o formol, pois quando ha le-
sdo (inflamac¢do) o pulmao estd pesado e afunda; em casos
de pulmao sadio, o fragmento flutua e o formol ocupa os
espacgos aéreos, permitindo a fixagdo completa (Fig.4D). O
tempo minimo de fixagdo em formol é de 24 horas. O ideal
é ndo deixar as amostras fixadas por um periodo superior
a cinco dias, pois se o pulmao fixado for utilizado para a
técnica de imuno-histoquimica (IHQ), periodos longos no
formol formarao liga¢des proteicas que dificultam a exposi-
¢do do antigeno no tecido, tornando-o ndo acessivel para a
ligacdo de anticorpos antigeno-especificos (Ramos-Vara et
al. 1999). O material em formol deve ser mantido em tem-
peratura ambiente (21-23°C) ou superior. Em periodos de
clima frio, recomenda-se manter o material em formol em
caixas isotérmicas, pois as baixas temperaturas dificultam
a penetracdo do mesmo nos tecidos. Dar preferéncia ao uso
de frascos de plastico rigido para evitar quebra durante o
transporte. Se a iinica op¢ao é o uso de recipientes de vidro,
recomenda-se embala-los com um saco plastico para que,
em caso de quebra, ndo haja vazamento de formol. Para
evitar que os frascos quebrem, recomenda-se protegé-los
com papel amassado (ex. jornal). Enviar o material em for-
mol separado das demais amostras coletadas para outros
exames laboratoriais, pois se houver vazamento durante o
transporte, as amostras para exame microbioldgico podem
ser inativadas pelo formol, e a refrigeracdo necessaria para
as outras amostras diminui a fixacdo dos tecidos pelo for-
mol.

Todos os tubos/frascos das amostras devem ser corre-
tamente identificados com caneta permanente ou etiqueta.
As amostras devem ser identificadas com as seguintes in-
formacdes: tipo de amostra (ex. fluido oral), identificacdao
do suino (mossa ou brinco) para amostras de swab nasal,
soro e tecidos em formol e identificacdo da baia para amos-
tras de fluido oral. Para as amostras em formol deve-se ain-
dainformar a data e hora da morte e data e hora da colheita
dos tecidos. As amostras devem ser enviadas ao laboratério
juntamente com o formulario de submissdo devidamente
preenchido (seguir o modelo do laboratério para onde a
amostra serd enviada). Os formularios preenchidos devem
ser acondicionados em sacos plasticos para que nao fiquem
em contato com o material refrigerado ou formolizado, im-

Fig.4. Colheita de fragmentos de pulmao. (A) Consolidagdo cranial do pulmao com aspecto de tabuleiro de xadrez. (B) Fragmento de pul-
mao com consolidacdo contendo brénquio e bronquiolos para exame virolégico. (C) Fragmentos de pulmdo com 1cm de espessura
em formol para exame histopatolégico. Pulmao consolidado no fundo do frasco e pulmio normal flutuando.

pedindo a leitura dos mesmos na chegada ao laboratério.
Além disso, hd sempre a possibilidade de telefonar para o
laboratério de diagndstico para esclarecer dividas com o
meédico veterinario responsavel, bem como se informar so-
bre o horario de funcionamento para o envio das amostras.

Testes diagndsticos e interpretacio dos resultados

Para entender os diferentes testes diagnoésticos de in-
fluenza, é necessaria uma breve informagao sobre o virus.
Os virus influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae e
sdo classificados em tipo A, B e C de acordo com as proprie-
dades antigénicas das proteinas internas: nucleoproteina
(NP) e da proteina da matriz (M). Os virus influenza A pos-
suem um genoma segmentado constituido por oito molé-
culas lineares de RNA de polaridade negativa, as quais codi-
ficam 10 a 12 proteinas virais. A existéncia de um genoma
segmentado permite que trocas de genes entre virus origi-
narios de espécies animais distintas aconteca quando uma
célula do hospedeiro é infectada por dois virus diferentes.
Esta capacidade de permuta de segmentos do genoma (an-
tigenic shift) e mutagdes intragénicas (antigenic drift) per-
mite uma adaptacgdo evolutiva eficiente dos virus influenza,
sendo estes, os dois principais mecanismos responsaveis
pela grande variabilidade genética dos virus influenza A.
Os virus influenza A infectam humanos e varias outras es-
pécies de mamiferos e aves. Em suinos, o virus influenza A
é considerado o tipo viral mais importante associado com
doenca (Van Reeth et al. 2012).

As proteinas mais importantes para o diagnostico sdo:
duas proteinas internas - a nucleoproteina (NP) e a prote-
ina da matriz (M); geralmente as mais conservadas, sendo
muito utilizadas em testes de triagem de amostras visando
a identificacdo de virus influenza A; e duas glicoproteinas
de superficie, que fazem parte do envelope lipidico chama-
das hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA). As protei-
nas HA e NA possuem propriedades antigénicas e sequén-
cias génicas distintas e por isso sdo utilizadas para subtipar
os virus influenza A em 16 tipos de HA (1 a 16) e nove tipos
de NA (1 a 9) (Lamb et al. 2001). Em suinos, os subtipos
virais mais prevalentes sdo HIN1, H3N2 e HINZ2. Para uma
maior compreensdo sobre a origem e evolugdo dos virus
influenza A circulantes em suinos, além da subtipagem (H,
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N), é necessario realizar a genotipagem viral. Para isso, faz-
-se 0 sequenciamento dos oito genes do virus e a submissao
destas sequéncias a andlise filogenética. Com os dados ge-
rados por essa analise, é possivel identificar o hospedeiro e
a origem geografica de cada gene viral, detectar mutagdes e
eventos de recombinacdo viral (Christopher-Hennings et al.
2012). Por meio da genotipagem foi possivel determinar a
origem do virus HIN1 que causou a pandemia de influenza
humana em 2009 [A(H1IN1)pdmO09]. Este novo virus surgiu
como resultado de recombinacdo de genes entre virus in-
fluenza suina (hospedeiro) de origem Norte-Americana e
da Eurasia (origem geografica) e virus influenza de origem
humana e aviaria, indicando a ocorréncia de rearranjos
entre virus influenza de varias origens ao longo do tempo
(Garten et al. 2009, Smith et al. 2009).

A nomenclatura dos virus influenza A segue um padrao
universal e contem as seguintes informacdes: tipo de virus,
hospedeiro (caso o virus ndo tenha sido isolado de huma-
nos), local de isolamento, nimero da amostra, ano de isola-
mento e subtipo antigénico (HA e NA). Por exemplo: o virus
influenza pandémico H1N1 isolado em humanos na Califér-
nia em 2009 foi designado: A/California/04/2009(H1N1):
Influenza tipo A, isolado primeiramente na Califérnia, nu-
mero da amostra 04, ano de isolamento 2009 e subtipo
H1N1 (Fig.5).

O diagnodstico definitivo de influenza sé é possivel por
meio de analise laboratorial das amostras coletadas, uma
vez que os achados clinico-patolégicos sdo presuntivos,
mas nao confirmatoérios da doenca (Janke 1995, Detmer et
al. 2012). Os testes laboratoriais comumente usados para
o diagnostico de influenza A sdo: a) isolamento viral para
a deteccdo do agente, b) testes moleculares para a detec-
¢do de material genético viral, c) testes sorolégicos para a
demonstracdo de anticorpos especificos para o virus, e d)
analise histopatoloégica e IHQ para a identificacdo de lesdes
microscopicas e deteccdo do antigeno viral, respectivamen-
te (Van Reeth et al. 2012).

Isolamento viral
0 isolamento viral (VI) é utilizado para a multiplicacao

Q PB1
—

=

P

i =03

HA - w

- .
NA

//I"i"i\\ﬁj

A/Callfornla/04/2009(H 1N1 )

Tipo de Orlgem
virus geografica

Numero Ano do Subnpo
da amostra isolamento viral

Fig.5. Diagrama do virus influenza A mostrando o envelope viral
e os oito genes virais bem como a nomenclatura utilizada.
(Adaptado de Vincent et al. 2008)
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e identificacdo de virus a partir de secre¢io nasal, fluido
oral ou pulmao (Christopher-Hennings et al. 2012). O VI
acusa a presenca de particulas virais viaveis, com capaci-
dade de replicagdo (Yeolekar & Dhere 2012). As amostras
sdo inoculadas em cultura de células suscetiveis (ex. células
de rim de cdo ou Madin-Darby Canine kidney cells, MDCK) e
monitoradas quanto ao desenvolvimento de efeito citopati-
co (CPE), que sdo mudangas nas caracteristicas morfol6gi-
cas da célula induzida pela presenca do virus. Como o CPE
produzido pelo virus influenza muitas vezes é dificil de ser
visualizado, a confirmagio da presenca do virus nos culti-
vos celulares é realizada pelo teste de imunofluorescéncia
(FA) direta ou indireta, ou pelo teste de imunocitoquimica
(ICC), que utiliza como anticorpo primario um anticorpo
monoclonal produzido contra a nucleoproteina do virus
influenza A (Vincent et al. 1997). Para o isolamento do vi-
rus influenza também sdo utilizados ovos embrionados de
galinhas SPF (Specific Pathogen Free ou livre de patégenos
especificos), com 9 a 11 dias de incubagao. Em geral sdo re-
alizadas duas passagens virais, em células ou em ovos, para
minimizar a ocorréncia de possiveis altera¢des antigénicas
no isolado original (Schild et al. 1983).

0 VI é um método muito sensivel para a detec¢do do vi-
rus influenza. Além disso, disponibiliza o isolado viral para
outras analises, como o sequenciamento de DNA, ou para a
producdo de vacinas autégenas (Christopher-Hennings et
al. 2012). Entretanto, cerca de duas ou mais semanas sdo
necessarias para chegar ao resultado final. Além disto, para
a confirmacgdo do VI sdo necessarios equipamentos espe-
cializados, pessoal treinado e reagentes de alta qualidade
(Christopher-Hennings et al. 2012). Embora as células de
linhagem para o isolamento viral sejam amplamente utili-
zadas pela possibilidade de producdo de células em grande
escala e pela alta homogeneidade das mesmas (Ferrari et
al. 2003, Lombardo et al. 2012), os ovos SPF ainda sdo mui-
to utilizados para o isolamento do virus influenza, por per-
mitirem a replicacgdo eficiente de certas amostras de virus,
induzindo titulos virais maiores (Hussain et al. 2010).

Ap0ds o isolamento, a presenca de virus tanto no fluido
cério-alantoide dos ovos inoculados como no sobrenadan-
te de cultivo celular, precisa ser confirmada pelo teste de
ICC, FA, RT-PCR (transcriptase reversa-reacdo em cadeia da
polimerase) ou RT-PCR em tempo real.

Testes moleculares

Os testes moleculares mais utilizados para o diagnosti-
co de influenza A sdo a RT-PCR convencional e RT-PCR em
tempo real. Estas técnicas detectam o acido nucleico viral
em amostras de secrecdo nasal, fluido oral ou pulmaio, in-
dicando infeccdo recente pelo virus influenza A. Em sui-
nos experimentalmente infectados pelo virus influenza, a
detecgdo do acido nucleico viral por RT-PCR pode ser feita
até 11 dias pés-infeccdo (Lange et al. 2009). A RT-PCR con-
vencional para o diagnostico de influenza A é uma técnica
qualitativa, a qual permite amplificar fragmentos especifi-
cos de acido nucleico viral na amostra testada. Geralmente
o gene-alvo para este teste é o gene que codifica a protei-
na da matriz (M) do virus influenza A, devido ao nivel de
conservacdo deste gene entre diferentes amostras de virus
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(Fouchier et al. 2000). O resultado do teste é positivo ou
negativo para o virus influenza A, ndo determinando qual
a carga viral presente na amostra, e nem se o virus € infec-
cioso. Portanto, a RT-PCR convencional geralmente é usada
para triagem das amostras e o resultado é obtido dentro de
18 horas. Ja na RT-PCR em tempo real a detec¢do do acido
nucleico viral é feita a medida que o mesmo é amplificado
(deteccao “em tempo real”), por isso a obtengao do resulta-
do é mais rapida, em cerca de duas horas. Além disso, a RT-
-PCR em tempo real pode quantificar a carga viral na amos-
tra (Christopher-Hennings et al. 2012). Os genes-alvo para
a RT-PCR em tempo real sdo os genes mais conservados
do virus influenza A (genes NP e M) (Spackman & Suarez
2008). A RT-PCR em tempo real também pode ser padro-
nizada para detectar um tipo especifico do virus influen-
za, como no caso do A(HIN1)pdmO09, no qual a RT-PCR em
tempo real foi desenvolvida visando a detec¢do do gene M
do virus pandémico, que é diferente do gene M dos virus in-
fluenza que ja circulavam em suinos (Lorusso et al. 2010).
Outro teste disponivel é a RT-PCR multiplex, que se baseia
na amplificacdo concomitante de mais de um fragmento
génico. Este método pode ser utilizado na subtipagem do
virus influenza A, identificando os virus mais prevalentes
em suinos: H1, H3, N1 e N2 (Choi et al. 2002).

A realizacdo dos testes de RT-PCR convencional e RT-
-PCR em tempo real para determinagdo do tipo de virus
(influenza A) ou subtipo viral (H1IN1, H1IN2) ndo gera da-
dos suficientes para a epidemiologia molecular dos virus
influenza em determinada regido ou Pais. Em carater de
pesquisa, é importante realizar a genotipagem viral dos
isolados de campo, pois a ocorréncia de infec¢des interes-
pécies tem sido documentada, especialmente entre huma-
nos e suinos (Lindstrom et al. 2012, Nelson et al. 2012),
bem como o surgimento de novos virus influenza como o
A(HIN1)pdmO9 (Garten et al. 2009). Apds a introducdo
do virus A(HIN1)pdm09 em suinos, recombinacdes entre
esse virus e virus endémicos em suinos comegaram a ser
detectadas (Ducatez et al. 2011). Por exemplo, a analise fi-
logenética de uma amostra do virus influenza isolada em
suinos na Italia demonstrou o surgimento de um novo virus
H1N2 que continha os genes PB2, PB1, PA, HA, NP, M e NS
do virus A(H1IN1)pdmO09 e o gene NA originario do virus
influenza suina H3N2 da linhagem da Eurasia (Moreno et
al.2011).

Testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos

As amostras utilizadas para o diagnéstico soroldgico
sdo o fluido oral e o soro sanguineo. Os testes soroldgicos
baseiam-se na deteccdo de anticorpos especificos contra o
virus influenza A. Desta forma, os testes determinam se o
suino foi exposto a este agente em algum momento de sua
vida, seja por infec¢do prévia ou vacinagio. A producio de
anticorpos (predominantemente IgG) em suinos infectados
pelo virus influenza é detectavel a partir dos sete dias pds-
-infec¢do, com pico de producdo entre 2-3 semanas pos-
-infec¢do, com declinio em 8-10 semanas pds-infeccao (Van
Reeth et al. 2012).

Existem dois testes sorologicos disponiveis para a de-
teccdo de anticorpos contra o virus influenza, o teste de

ELISA indireto (enzyme-linked immunosorbent assay) e o
teste de inibicdo da hemaglutinacdo (HI). O teste de ELISA
indireto identifica anticorpos contra a proteina NP do vi-
rus, tanto em amostras de soro como em amostras de flui-
do oral. Este teste apresenta uma boa sensibilidade (Ciacci-
-Zanella et al. 2010), sendo 1til para determinar o estado
imune do rebanho. O resultado positivo no teste de ELISA
indica que os suinos foram infectados pelo virus influenza
A, porém o teste ndo diferencia os subtipos virais. O tempo
médio para o resultado do teste de ELISA é de trés horas.
No Brasil, até 0 momento, apenas um teste de ELISA esta
disponivel comercialmente.

Para o teste de HI sdo utilizadas amostras de soro suino.
O teste de HI baseia-se na capacidade do virus influenza
(hemaglutinina-HA viral) de ligar-se a receptores existen-
tes na superficie dos eritrocitos, provocando a hemagluti-
nacdo. Desta forma, o anticorpo (presente no soro do suino
a ser testado) liga-se ao virus de referéncia do teste inibin-
do a capacidade da proteina HA em aglutinar eritrocitos,
resultando na inibicdo da hemaglutinacio. Para a reali-
zacdo do teste sdo utilizadas dilui¢cdes seriadas do soro a
ser testado, uma quantidade padrao do virus de referéncia
(4-8 unidades hemaglutinantes) e eritrdcitos de galinha ou
peru. Utilizam-se como virus de referéncia os subtipos vi-
rais mais prevalentes em determinada regido ou Pais. O re-
sultado com titulos de HI iguais ou maiores que 1:40 indica
que ha protecdo contra o subtipo viral testado (Detmer et
al. 2012). Por exemplo, no Brasil os subtipos de influen-
za encontrados em suinos sdo H1N1, H3N2 (Brentano et
al. 2002), HIN2 (Schaefer et al. 2012) e A(HIN1)pdmO09
(Schaefer et al. 2011), sendo todos esses subtipos utiliza-
dos como virus de referéncia no teste de HI. O tempo médio
para o resultado do teste de HI é de 48 horas. Para identi-
ficar infeccao recente de influenza em um rebanho, os so-
ros devem ser coletados durante a fase aguda da infecgdo e
apos 3-4 semanas (fase de convalescéncia) (Van Reeth et al.
2012). O objetivo da coleta pareada de soro é identificar so-
roconversio, ou seja, um aumento no titulo de anticorpos
de pelo menos quatro vezes (Janke 2000). Se, por exemplo,
no primeiro teste (fase aguda) um soro apresentar titulo
HI de 1:80 para o virus H3N2 e 1:80 para o virus A(H1N1)
pdmO09 e em um segundo teste (fase de convalescéncia) o
soro tiver um titulo de 1:80 para o virus H3N2 e de 1:1024
para o virus A(HIN1)pdm09, conclui-se que no rebanho
testado houve uma infec¢do recente pelo virus A(H1IN1)
pdmO09.

Como no Brasil os suinos nio sido vacinados contra o
virus influenza, a andlise sorolégica traz informagdes so-
bre a dinamica da influenza nas granjas. Por exemplo, em
63% das granjas analisadas, um alto percentual de soros
testados (275%) pelo teste de ELISA foi positivo para o vi-
rus influenza A. J4 o teste de HI revelou anticorpos no soro
dos suinos contra os subtipos virais HIN1, H3N2, A(H1N1)
pdm09 e HIN2 (Zanella et al. 2012). Entretanto, se os su-
inos forem vacinados, o resultado dos testes sorolégicos é
de dificil interpretagdo, uma vez que os mesmos nao dife-
renciam anticorpos vacinais de anticorpos induzidos pela
infeccdo. Para identificar se o virus influenza é o agente
causal de doenca respiratéria em uma granja, os testes so-
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rolégicos possuem valor diagndstico limitado, uma vez que
identificam anticorpos (fase subaguda até recuperacdo da
doenga) e ndo o agente. Desta forma, os testes mais reco-
mendados para identificar o virus sdo RT-PCR, isolamento
viral e IHQ.

Histopatologia e imuno-histoquimica

A amostra mais adequada para avaliar as lesdes cau-
sadas pelo virus influenza é o pulmao. Apés a inalacdo do
virus, a lesdo tipica de influenza da fase aguda (1-3 dias
pos-infeccdo) é de bronquiolite e bronquite necrosante
(Fig.6A), ja que o virus replica no epitélio do trato respira-
torio e causa necrose do epitélio bronquiolar e bronquial
(Gauger et al. 2012a). A medida que a lesdo progride, as cé-
lulas epiteliais necréticas descamam para o limen e atraem
células inflamatorias, especialmente neutroéfilos (bronquite
e bronquiolite neutrofilica). A obliteracdo dos bronquiolos
causa atelectasia (colapso) das porgdes distais do parénqui-
ma pulmonar daquele bronquiolo, que corresponde as are-
as vermelhas e deprimidas na macroscopia. Se essas areas
forem extensas com grande acimulo de células inflamatd-
rias, na macroscopia observa-se consolidagdo pulmonar, ge-
ralmente nas regides cranioventrais. O virus influenza tam-
bém estimula o acimulo de linf6citos ao redor de bronquios
e bronquiolos (peribronquiolite linfocitica) e vasos sangui-
neos, mas em propor¢des menores do que ¢ visto na infec-
¢do por Mycoplasma hyopneumoniae, assim como acimulo
de macroéfagos e neutroéfilos nos septos alveolares e alvéolos
adjacentes (pneumonia broncointersticial). Em casos suba-
gudos, o epitélio bronquiolar necrosado é substituido por
camadas de células epiteliais novas (bronquite e bronquio-
lite epitelial proliferativa) indicando regeneracido (Fig.6B).
Nessa fase, o infiltrado linfocitico pode ser observado em
padrido folicular. As lesdes causadas pelo virus influenza
podem ser observadas até duas semanas apo6s a infecgio,
e desaparecem por completo trés semanas pds-infeccdo
(Janke 2000). O tempo necessario para o resultado do exa-
me histopatoldgico é variavel (geralmente cinco dias tteis)
dependendo de cada laboratério, pois o material precisa ser
processado para a confec¢do de laminas histoldgicas.

Como as lesdes observadas na histopatologia sdo carac-
teristicas, mas ndo confirmatérias da infec¢do pelo virus
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influenza, faz-se uso da IHQ para demonstrar antigenos
especificos (nesse caso, proteinas virais) associados com
as lesdes caracteristicas do pulmao. Como o virus replica
no epitélio respiratdrio, usando anticorpos especificos (por
exemplo, contra a nucleoproteina viral - NP), detecta-se o
antigeno viral nas células epiteliais dos bronquiolos e bron-
quios (Fig.6C), e em menor escala, nos pneumdcitos tipo
II dos septos alveolares ou células dentro do limen alve-
olar (pneumécitos descamados ou macréfagos alveolares)
(Gauger et al. 2012a). O antigeno NP é detectado princi-
palmente no nucleo, e em menor expressdo no citoplasma
(Vincent et al. 1997, Jung et al. 2002, Gauger et al. 2012a). 0
resultado positivo geralmente esta associado a fase aguda
da doenca, ou seja, até 5-7 dias po6s-infeccdo (Weingartl et
al. 2010, Gauger et al. 2012a), embora marca¢do de pou-
cas células infectadas é observada até 13 dias pés-infec¢ido
(Weingartl et al. 2010). Entao, na fase p6s-aguda da doenca
o resultado é geralmente negativo, pois ndo ha quantida-
de suficiente de antigeno viral para ser detectado por esta
técnica. O resultado da IHQ é obtido em dois dias, além do
periodo de tempo destinado a histopatologia de rotina.

Os principais testes para o diagndstico de influenza em
suinos e seus respectivos resultados estao sumarizados na
Figura 7.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Por se tratar de uma doenga respiratéria viral aguda que
cursa com febre, tosse, letargia e anorexia, a influenza A em
suinos causa impacto negativo na produgao, pela diminui-
¢do do ganho de peso dos suinos afetados e pelo aumento
do gasto com medicamentos para o controle das infec¢des
bacterianas secunddarias (Allerson & Odland 2012). O virus
influenza é considerado um dos agentes primarios e de
grande relevancia no complexo de doenca respiratoria sui-
na (porcine respiratory disease complex - PRDC), atualmen-
te um dos maiores problemas sanitarios da suinocultura. A
infeccdo leva a destruicao do aparelho mucociliar respira-
torio, predispde a colonizacdo de bactérias e potencializa a
doenca respiratoria causada por outros agentes infecciosos
(Opriessnig et al. 2011), agravando o quadro clinico.
Contudo, a importancia do diagnéstico de influenza vai
além do impacto econdmico negativo que essa doenca cau-
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Fig.7. Amostras (a) e resultados (b) das principais técnicas laboratoriais (c) para o diagnoéstico de influenza

em suinos.

sa na producio de suinos. Os virus influenza A infectam
suinos e outras espécies, incluindo o homem e por isso a
influenza é considerada uma zoonose. A influenza em su-
inos ndo é uma doenca de notificagdo obrigatoéria da lista
da OIE, porque causa doenga de sinais clinicos leves em
suinos e a transmissdo para pessoas € infrequente (OIE
2012). Além disso, durante a pandemia de influenza em
humanos em 2009 [A(H1IN1)pdmO09] ocorreu concomitan-
temente a infeccao em suinos com o mesmo virus no mun-
do inteiro (Hofshagen et al. 2009, Howden et al. 2009, Pas-
ma & Joseph 2009, Moreno et al. 2010, Pereda et al. 2010,
Njabo et al. 2012, Holyoake et al. 2011), inclusive no Brasil
(Schaefer et al. 2011), comprovando a transmissdo do vi-
rus A(HIN1)pdmO09 de humanos para suinos (Forgie et al.
2011). Naquela ocasido, a pandemia pelo virus A(H1N1)
pdmO09 foi erroneamente designada como influenza suina
(Gauger et al. 2012b), trazendo prejuizos ao comércio de
carne suina. Embora os genes do virus A(H1IN1)pdmO09
serem provenientes de linhagens de virus da influenza
suina da América do Norte e Eurasia (Garten et al. 2009,
Smith et al. 2009), ndo ha evidéncias que esse virus esti-
vesse circulando em suinos antes de ocorrer a pandemia
em humanos (Yoon 2012). A grande preocupagio é que os
suinos sdo considerados a espécie onde o virus influenza
sofre rearranjos ou trocas de genes virais com maior faci-
lidade, originando novos virus influenza, como tem sido

observado recentemente (Ducatez et al. 2011, Moreno et
al. 2011, Liu et al. 2012, Schaefer et al. 2012). A grande
diversidade genética encontrada nos virus influenza em
diferentes regides geograficas, aliado ao fato da influenza
ser uma zoonose, torna muito importante a obtencdo de
dados genéticos dos virus isolados de suinos para moni-
torar possiveis mutagdes e rearranjos génicos. Os dados
gerados com a monitoria dos diferentes subtipos de virus
influenza circulantes sao uteis para estudos sobre a evolu-
¢do genética dos virus encontrados, selecio de amostras
de virus para a produgio de vacinas para essa espécie e
para o desenvolvimento de novos testes diagnosticos e/ou
novos reagentes visando identificar novos virus emergen-
tes (OFFLU 2011).

Até recentemente, a influenza nio era considerada uma
doenga com perdas econdmicas consideraveis na producio
brasileira de suinos. Embora o primeiro relato da infec¢ao
de suinos com o virus influenza no Brasil datar de 1978
(Cunha et al. 1978), poucos trabalhos foram realizados
até entdo, os quais identificaram anticorpos contra virus
influenza dos subtipos HIN1 e H3N2 em soros de suinos
(Brentano etal. 2002, Mancini et al. 2006, Caron etal. 2010,
Rajdo etal. 2012). Apds a entrada do virus A(H1IN1)pdmO09,
a doenca foi caracterizada por um quadro clinico respiraté-
rio agudo, acometendo grande nimero de suinos de varias
faixas etarias (Schaefer et al. 2011). Atualmente, a preva-
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Exposi¢do Pico df
excregao
Picoda viral
febre*
v v
Infeccdo pelo virus influenza A em suinos

Pico da

— o~ =

Eliminagdo do soroconversio
virus do

organismo

Declinio da
soroconversio

10-14 dias 8-10
semanas

Sinais clinicos: febre, anorexia, tosse
Macroscopia: consolidag3o cranioventral do pulm3o

Testes diagndsticos para detecgdo do agente:

- **Imuno-histoquimica: detec¢io de antigeno viral

Amostras refrigeradas: secre¢3o nasal, fluido oral, pulm3o
Amostra em formol a 10%: fragmento de pulm3o**

- Isolamento viral: presenca de particulas virais viaveis
- RT-PCR e RT-PCR em tempo real: detecg3o de 3cido nucleico viral

Amostras refrigeradas ou congeladas:
soro sanguineot e fluido oralt

Testes diagnésticos para detecgdo do anticorpo:
-t Teste de inibi¢3o da hemaglutinagdo
- t fELISAindireto

-**Histopatologia: pneumonia broncointersticial
- Sequenciamento de DNA: genétipo viral e filogenia

* para sorologia pareada (teste de Hi), realizar a colheita
de sangue na fase aguda da infecc8o e apds 3-4 semanas
(fase de convalescéncia)

Fig.8. Linha do tempo da infecgdo por influenza A em suinos associada aos sinais clinico-patolégicos, as amostras de escolha e

respectivos testes diagnosticos.

léncia de influenza em rebanhos brasileiros é de 60% (Za-
nella et al. 2012) e o virus influenza é considerado como o
principal agente etioldgico associado ao PRDC (Mores et al.
2011). Para contribuir com o conhecimento sobre os virus
influenza A circulantes em suinos no Brasil e adaptar técni-
cas de diagndstico, a Embrapa Suinos e Aves tem uma linha
de pesquisa com projetos focados no diagndstico virolégico
e molecular visando sequenciar o genoma dos virus isola-
dos e com isso realizar estudos de filogenia viral. O grupo
de pesquisa estd padronizando métodos de diagndstico
para analise de fluido oral de suinos para detectar virus e
anticorpos. Além disso, o Centro de Diagndstico de Sanida-
de Animal (CEDISA) oferece os servicos de analise histopa-
toldgica e IHQ para deteccdo de influenza A em amostras
de pulmao.

No Brasil, ainda n3o existe vacina contra o virus influen-
za para suinos. Apesar da vacinagio contra o virus influen-
za ser eficaz para o controle da doenca nos rebanhos, deve-
-se levar em conta a grande variabilidade genética entre as
diferentes amostras do virus para a fabricac¢do das vacinas.
Por exemplo, nos Estados Unidos, existem sete diferentes
vacinas contra o virus influenza licenciadas pelo USDA (De-
partamento de Agricultura dos Estados Unidos) que repre-
sentam os diferentes grupos de virus circulantes em sui-
nos naquele Pais (Van Reeth et al. 2012). O conhecimento
dos principais virus influenza circulantes no Brasil ainda é
escasso, pois ndo ha um sistema de monitoria oficial para
essa doenca. Dessa forma, uma alternativa para o contro-
le de influenza em rebanhos brasileiros seria a utilizacdo
de vacinas autogenas, tendéncia também observada atual-
mente nos Estados Unidos, devido ao surgimento de novos
virus como o A(HIN1)pdmO9 e virus endémicos de suinos
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(Liu et al. 2012). Estas vacinas sdo preparadas a partir de
amostra do virus influenza isolada de um animal ou de uma
populacio, e aplicadas na mesma populagio.

Medidas de biosseguridade sdo as mais importantes
para o controle da influenza no rebanho e para diminui¢do
do impacto econdmico negativo na producdo de suinos;
uma vez a doenca estabelecida em um plantel é dificil de
ser erradicada sem a depopulagdo completa. Depopulacdo
parcial, segregacdo de suinos recém-desmamados, sistema
todos dentro-todos fora, associadas a boas praticas de pro-
ducdo como higiene e ventilacdo adequada das instalacoes
sdo extremamente importantes para evitar a disseminacdo
do virus influenza (FAO 2010). A oferta constante de sui-
nos suscetiveis de varias origens, em contato com suinos
infectados, mantém a doenca circulando no rebanho e, em
um pior cendrio, o surgimento de um novo virus pela faci-
lidade do rearranjo viral em suinos e transmissao do virus
entre eles. Devido a possibilidade de pessoas transmitirem
o virus influenza para suinos (Nelson et al. 2012) e vice-
-versa (Lindstrom et al. 2012), recomenda-se a vacina¢do
das pessoas que trabalham na cadeia produtiva de suinos.
A vacinacdo visa evitar uma infec¢do dupla com virus in-
fluenza suino e humano para possivel fonte de rearranjo
viral, e consequentemente a emergéncia de um novo virus
influenza A (Beaudoin et al. 2012, Nelson et al. 2012). Ou-
tras medidas importantes para evitar a transmissao viral
inter-espécies sdo: lavar bem as maos com agua corrente e
sabdo antes e apds o contato com os suinos e evitar o conta-
to com os suinos se a pessoa estiver com sintomas de gripe
(CNPSA 2009. Gripe A: recomendacgdes para a preven¢do na
suinocultura. Embrapa Suinos e Aves, Concordia. <http://
www.cnpsa.embrapa.br/influenza/cartilhagripevl.pdf>).
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Como conclusdo, salienta-se que o sucesso do diagnds-
tico de influenza A em suinos depende da colheita correta
de amostras na fase febril da doencga, preferencialmente na
fase de creche, do acondicionamento e envio apropriado
dessas amostras para o laboratdrio aliada a escolha de tes-
tes diagndsticos e sua interpretacdo em relagdo a situacao
observada no campo (Fig.8). As melhores op¢des para o
diagnostico de influenza A sdo RT-PCR convencional ou em
tempo real e isolamento viral de amostras de swab nasal
ou fluido oral em suinos vivos. Pulmao para andlise por RT-
-PCR, isolamento viral ou IHQ é a amostra de escolha em
suinos mortos. As principais orientagdes para o sucesso do
diagndstico estdo sumarizadas no Quadro 1. Embora in-
fluenza em suinos néo é considerada doenca de notificacdao
obrigatéria pela OIE, a constante observacdo/monitoria
dos virus influenza em rebanhos suinos, aliada a analise
molecular desses isolados virais é extremamente impor-
tante, uma vez que o suino é considerado espécie sentinela
para a ocorréncia de epidemias de influenza.

Quadro1l. Pontos-chave para o sucesso do diagndstico de
influenza A em suinos

Etapa Orientagdes

Selecdo do suino 1. Escolher um suino com febre, na fase aguda da
doencga
2. Evitar suinos refugos, medicados ou que morre-
ram espontaneamente
1. Secrecdo nasal: colheita profunda da cavidade na-
sal com o uso de swab sintético
2. Contengdo correta do suino para retirada de san-
gue
3. Aguardar a retragdo do coagulo para obtencao do
soro
4. Posigdo correta da corda de algodao na baia pa-
ra obtengao de fluido oral
5. Amostras de pulmao com lesdo, de suinos mor-
tos recentemente
Acondicionamento e 1. Amostras identificadas
envio das amostrasao 2. Amostras refrigeradas para o exame viroldgico
laboratério 3. Amostras em formol a 10% para exame histopa-
tolégico e imuno-histoquimico
4. Embalagens que evitem vazamento ou compres-
sdo dos tecidos
5. Formulario de submissdo da amostra devidamen-
te preenchido
6. Envio rapido ao laboratério

Colheita da amostra
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