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RESUMO

A Influenza Suina (IS) é uma doenca respiratdria infecciosa aguda causada pelo virus da IS
(VIS), caracterizada por inicio subito e disseminacdo rapida no rebanho. A evolugédo e
regressao dos sinais e les6es também sdo normalmente muito rapidas, podendo variar
dependendo da cepa do virus envolvido, da imunidade dos animais e da ocorréncia de
infec¢des intercorrentes. Quando acomete pela primeira vez um rebanho, cursa com alta
morbidade (até 100%), mas baixa mortalidade (cerca de 2%). Em surtos tipicos os animais
apresentam febre, anemia, prostracdo, conjutivite, dispnéia, tosse, descarga nasal
seromucosa e lesdes pulmonares decorrentes de bronquiolite necrosante e/ou pneumonia
intersticial. Este trabalho teve como objetivo o isolamento de Influenza A em suinos, a partir
de pulmdes. Cinquenta pulmdes foram coletados nos anos 2010-2011 de suinos que
apresentavam sinais clinicos compativeis com a infegcdo por Influenza A e/ou
apresentavam lesdes de pneumonia viral. O isolamento viral foi realizado em ovos
embrionados SPF_(Specific Pathogen Free) de nove dias, por inoculagdo via corio-alantéide.
ApOs incubagdo dos ovos por 96 horas a 37°C, os liquidos corio-alantoides (LCA) foram
coletados e testados pelo teste de hemaglutinagcdo (HA), para a verificacdo da presenca
viral. Para confirmacdo do resultado, uma segunda passagem em ovos foi realizada. A
deteccdo do genoma viral foi realizada por RT — PCR (reacdo em cadeia da polimerase e
transcricdo reversa) com primers que codificam a proteina da matriz (M). Trinta e nove
(78%) suspensbes de pulmdes foram positivas por RT — PCR, destes 39, 21 pulmbes (42%)
foram positivos no isolamento em ovos embrionados. Sendo 10 amostras confirmados por
RT-PCR e todas por HA, 14 amostras com HA positivo na primeira passagem e 7 amostras
com HA positivo apenas na segunda passagem. Os titulos virais pelo teste de HA variaram
de 1:2 até = 1:2048. Os resultados deste trabalho indicam que o pulmao se constituiu em
material de onde o VIS foi facilmente isolado.

Palavras-chave: Influenza suina, isolamento viral, PCR.

1 INTRODUCAO

A Influenza Suina (IS) é uma doenca respiratéria aguda e infecciosa,
causada pelo virus da influenza suina tipo A (VIS), um patégeno globalmente
importante de interesse econémico, veterinario e de saude publica. (FLORES, 2007)
(ZANELLA, 2010)
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Além de infectar os suinos, o virus Influenza afeta uma grande variedade
de espécies de mamiferos e aves, incluindo o ser humano. Geralmente estes virus
sao espécie-especificos. Mas existe a possibilidade de transmissédo e recombinacao
do virus entre espécies diferentes.

Os suinos sdo considerados hospedeiros importantes, porque sao
suscetiveis a infeccéo tanto pelo virus Influenza A de origem aviaria como de origem
humana. Consequentemente aumentando a possibilidade de ocorréncia de
transmissao dos virus Influenza de aves a humanos. (SCHAEFER, 2005)

A doenga é considerada endémica em suinos e estes sdo portadores
principalmente dos subtipos A/HIN1, A/H1N2 e A/H3N2 que circulam atualmente em
suinos no mundo inteiro. Acredita-se que cepas diferentes de SIV podem estar
circulando em rebanhos concomitantemente. (GRAMER, 2005) (REETH et al, 2008)

Caracterizada por inicio subito e disseminacdo rapida, a IS infecta os
suinos com maior frequéncia nos meses maios frios, sendo que apds os surtos
alguns animais tornam-se carreadores do virus, e novos surtos podem ocorrer nos
anos seguintes. (ALBERTON, 2010)

A principal forma de transmisséo do virus é direta, de suino para suino,
através de goticulas ou aerossois que atingem a via nasofaringea, mas o VIS pode
ser transmitido do contato com secrecfes contaminadas. (FLORES, 2007)

A morbidade pode chegar a 100%, mas a mortalidade € menor que 2%. O
periodo de incubacdo pode variar de 2 a 7 dias, com disseminacao e recuperacao
rapida, a maioria dos animais do rebanho apresenta os sinais clinicos ao mesmo
tempo. Sendo que os principais sinais sdo: febre, anorexia, dispneia, espirros,
tosses, conjuntivite, descarga nasal soro-mucosa e consideravel perda de peso.
(SOBESTIANSKY, BARCELLOS, 2007).

Os sinais e lesdes podem variar dependendo da cepa do virus envolvido,
da imunidade dos animais e da ocorréncia de infeccdes intercorrentes. As infeccdes
bacterianas secundarias sao muito comuns, agravando o problema e
potencializando a lesdo. (ALBERTON, 2010)

A infeccdo geralmente é limitada ao trato respiratorio e a replicacao viral
ja foi detectada na mucosa nasal, tonsilas, traquéia e pulmdes. As principais lesdes
encontradas nos pulmdes sdo areas de hepatizacdo de cor vermelho-escuro em

varios lobulos, com presenca de exsudato mucoso nos brénquios e auséncia de
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colabamento pulmonar. Observa-se microscopicamente pneumonia intersticial com
focos de necrose coagulativa e bronquite com degeneragdo e necrose epitelial.
(SOBESTIANSKY, BARCELLOS, 2007) (BRENTANO, 2002)

Com o surgimento de virus de influenza com genes de VIS em
populacées humanas na América do Norte que rapidamente alcancaram o grau de
pandemia pela facilidade e rapidez de contagio, questionou-se a importancia destes
virus de influenza de origem suina em rebanhos suinos no Brasil. Este trabalho teve
como objetivo o estudo da etiologia de infeccbes respiratorias de suinos e o

isolamento de Influenza A em pulmdes de suinos.

2 METODOLOGIA (material e métodos)

Cinquenta pulmdes foram coletados nos anos 2010-2011 de suinos que
apresentavam sinais clinicos compativeis com a infeccdo por VIS elou
apresentavam les6es de pneumonia viral.

Os pulmbes foram macerados em meio de cultivo MEM contendo
antibioticos e antifungicos. Preparadas as suspensdes, o RNA viral foi extraido
utilizando o RNeasy Mini Kit Qiagen, de acordo com recomendacdes do fabricante.
A reacdo de sintese do cDNA foi realizada com o primer randémico e a enzima
transcriptase reversa (SupersScript Il, Invitrogen).

A partir do RNA extraido das suspensdes de pulméo, foi realizado a
técnica de RT — PCR, que consiste em uma reacdo em cadeia da polimerase
juntamente com transcricao reversa.

A sequéncia do gene que codifica a proteina da matriz (M) foi amplificada
utilizando os primers aneladores com a seguinte sequencia: M52C (5 CTT CTA ACC
GAG GTC GAA ACG 3') e M253R (5 AGG GCA TTT TGG ACA AAGT CGT CTA 3),
os quais amplificam um fragmento com 244 pares de bases. (FOUCHIER et al,
2000)

Para a realizagdo do isolamento viral, cada suspensédo de pulmao foi
inoculada em 5 ovos embrionados de galinhas Specific Pathogen Free (SPF) de 9
dias de idade. A inoculagéo ocorreu via corio-alantoide, e os ovos foram mantidos

em estufa a 37° C durante 4 dias.
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Duas passagens em ovos foram realizadas, sendo que apds cada
passagem, os embries foram observados e o liquido coério-alantdide (LCA) foi
testado pelo teste de hemaglutinacéo (HA). (SCHAEFER, 2008)

Os LCAs foram submetidos a extracdo de RNA e apos a RT — PCR para

deteccéo viral dos isolados.
3$ESULTADOSE[NSCUSSAO

Neste trabalho foram realizadas provas viroldégicas para analise da
etiologia viral de suinos que apresentavam sinais clinicos compativeis com a
infe¢gao por VIS e/ou apresentavam lesdes de pneumonia viral. Cinquenta pulmdes
de suinos foram coletados nos anos 2010-2011 e encaminhados para pesquisa de
VIS. Na tabela 1 estdo demonstrados os resultados dos ensaios. Em 39 pulmbes
(78%), o RNA do VIS foi detectado por RT-PCR, mas em apenas 21 pulmdes (42%)
foi isolado o virus. Todas as amostras foram confirmadas pelo teste de HA e até o
momento, apenas 10 LCAs foram confirmados por RT — PCR.

Sendo que 14 amostras apresentaram HA positivo ja na primeira
passagem em ovos, € 7 amostras apenas na segunda passagem. Os titulos virais
pelo teste de HA variaram de 1:2 até = 1:2048.

| Tabela 1 — Resultados PCR e isolamento viral

Positivo/total/% Negativo/total/%
PCR suspenséo pulmonar 39/50 (78%) 11/50 (21%)
Isolamento viral — teste de 21/50 (42%) 29/50 (58%)
hemaglutinacdo (HA)
HA 12 passagem 14/21 (66,67%) 7121 (33,33%)
HA 22 passagem 7/21 (33,33%) 14/21 (66,67%)

4 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que o pulm&o se constituiu em
material de onde o VIS foi facilmente isolado. Mas s&o necessarios mais estudos,
para obtencdo de um maior conhecimento sobre o desenvolvimento do VIS em
suinos no Brasil, para que medidas de monitoramento e vacinagao sejam tomadas.
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