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CARACTERIZACAO GENETICA DE VIRUS INFLUENZA ISOLADOS EM
SUINOS NO RIO GRANDE DO SUL

RESUMO

O virus influenza A (IAV) € um agente zoonoticogitande relevancia tanto para saude
humana como animal. A influenza suina teve seugirgmreconhecimento clinico em
1918, em suinos do Meio Oeste dos EUA, coincidoato a pandemia de influenza em
humanos. Desde entdo, o IAV permanece como um tamer patbgeno para a
induUstria suinicola em todo o mundo. A grande ‘Wdidade genética destes virus €
causada por dois principais mecanismos genéticoggdes pontuais e recombinacgdes
genéticas. A influenza é endémica em muitos p&iseemergéncias de recombinantes
tem desafiado o controle e o diagndstico destamidade. No Brasil, a infeccao pelo
IAV em suinos (swlAV) ndo esta bem caracterizadaycps relatos evidenciam a
prevaléncia deste agente antes do ano de 200%jaspente no Estado do Rio Grande
do Sul, que alberga um dos maiores rebanhos dessdnBrasil. Em vista disso, este
trabalho teve como objetivo investigar ocorréna@sd@lAV em alguns rebanhos suinos
comerciais do Estado do Rio Grande do Sul, Bramil,periodo de 2013-2014, e
determinar os tipos e subtipos de virus circulantegielas propriedades. O primeiro
capitulo deste estudo reporta os aspectos clinipagldgicos e virologicos da
ocorréncia de influenza suina e co-infec¢Bes iflemtias em seis propriedades
suinicolas selecionadas na regido do Vale do Tadguaeste estudo foram analisados
suabes nasais coletados de 66 animais e 6 amdsttasido pulmonar de suinos com
sinais de infeccao respiratoria. A deteccao voafdita atraves de uma PCR de triagem
e confirmada através do isolamento viral em célWH3CK. A identificacdo dos
subtipos virais foi feita através de uma PCR em f@®Real (rRT-PCR) para o subtipo
A(HIN1)pdmO09 ou através de uma P@Riltiplex (RT-PCR) para outros subtipos de
swWIAV. A deteccdo de agentes bacterianos foi redéizapenas nas amostras de tecido
pulmonar, através da pesquisa de genomas bactrigpo PCR. O subtipo
A(HIN1)pdmOQ9 foi identificado em 4/6 granjas esubtipo HIN2 em 2/6 granjas.
Além disso, agentes envolvidos no complexo respiat dos suinos foram
identificados em todas as granjBsisteurella multocidoi identificada em 5/6 granjas
e Mycoplasma hyopneumoniaen 3/6 granjasActinobacillus pleuropneumonig#/6),
Haemophilus parasuig1/6) e PCV2 (1/6) também foram detectados. O s#mun
capitulo deste estudo teve como objetivo 0 seqaeraito do genoma completo de um
novo recombinante H1IN2 de origem humana, dete@adsuinos. O genoma completo
foi gerado através de uma RT-PCR. Os produtos fqrarificados e submetidos ao
sequenciamento utilizando a plataforfviSeq (illumina). A analise filogenética
revelou que as sequencias dos géte® NA correspondem a genes de IAV de origem
humana, enquanto que as sequencias dos genesdifieaco as proteinas internas do
virus PB1, PB2, PA, NP, Me NS correspondem a genes de amostras do virus
A(HIN1)pdmO09. O terceiro capitulo reporta o seqismnento completo dos genomas
de 8 amostras de virus influenza identificados p@sulacées de suinos amostradas.
Foram identificados dois subtipos virais de origemmana (HLIN2 e H3N2), além do
virus A(HIN1)pdmQ9. Os subtipos de origem humansspem o0s genddA e NA
similares a virus sazonais de humanos e 0s gertesnas sdo estreitamente
relacionados com o virus A(HLIN1)pdmOQ9.

Palavras-chave: Influenza suina, surtos de doenca respiratoria, IN(HpdmQ9,
HIN2, H3N2.



GENETIC CHARACTERIZATION OF INFLUENZA VIRUSES RECO VERED
FROM PIGS IN RIO GRANDE DO SUL

ABSTRACT

Influenza A virus (IAV) is a zoonotic agent of grealevance to human and animal
health. Swine influenza was first recognized céfijcin pigs in the Midwestern U.S., in
1918, coinciding with the human influenza pander8ioce that time swine influenza
has remained of importance to the swine industrpughout the world. The great
genetic variability of influenza viruses is causgdiwo main genetic mechanisms: point
mutations (antigenic drift) and gene reassortmantigenic shift). Influenza is endemic
in pigs in many countries and the emergence of viewses has been challenging its
control and diagnostics. Influenza virus (swlAMggtion in Brazilian swine population
is not well characterized, and little evidence #edsof swlAV circulation before 2009,
especially in Rio Grande do Sul State, which hosts of the largest swine populations
in Brazil. Thus, this study aimed to investigate ttcurrence of IAV in commercial
swine herds in the state of Rio Grande do Sul, iBragtween 2013-2014 and to know
the types and subtypes of swine influenza virdsgsare circulating in these herd. The
first chapter of this study reports the clinicahtpological and virological aspects of
the occurrence of swine influenza and related deetions in six pig properties of the
Taquari Valley region. In this study were analyzemkal swabs collected from 66
animals and six lung tissue samples from pigs smpwiinical signs of respiratory
disease. IAV detection was performed by PCR sargeand confirmed by virus
isolation in MDCK cells and hemagglutination (HAnfluenza A subtyping was
performed by real-time reverse transcriptid®CR (rRT-PCR) to detect the 2009
H1N1pandemic A(H1N1)pdmOQ9; other swlAV subtype® waentifieded by multiplex
RT-PCR. Bacterial infections were identified throudgtection of bacterial genomes by
PCR, only in lung samples. Influenza A was deteby screening PCR in 46/66 swab
samples and from 5/6 lungs. Virus was recoverenh fpogs of the six herds. Subtype
A(HIN1)pdmO09 was detected in 4/6 herds and H1Nthenother 2/6 herds. In lung
tissues, further agents involved in porcine resjoirg disease complex were detected in
all cases; Pasteurella multocida was identified %6 samples and Mycoplasma
hyopneumoniae in 3/6. Actinobacillus pleuropneumer(il/6), Haemophilus parasuis
(1/6) and PCV2 (1/6) were also detected. The ainthef second chapter was to
sequence the whole-genome of a novel human-likelthhe influenza virus. Whole-
genome sequences were generated by RT-PCR. Anspliene purified followed by
sequencing in the MiSeq sequencing platform (llhani Phylogenetic analyses
revealed that the HA and NA genes clustered wilhenza viruses of human lineage,
whereas the internal genes (PB1, PB2, PA, NP, M &) clustered with the
A(H1IN1)pdmO09. The third chapter reports the genstiguencing of the full genomes of
eight swine influenza viruses circulating in thengded pig population. Two swine
human-like subtypes (H1N2 and H3N2) and the A(HR8P9 virus were identified.
The human-like subtypes have the HA and NA genataisito the human seasonal
strains and the internal genes are closely reldtethe virus A(HLN1)pdmOQ9.

Keywords Swine influenza, respiratory disease outbreak@]IA1)pdm09, HIN2,
H3N2.
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INTRODUCAO

A influenza é uma importante doenca viral respitat@ue afeta diversas
espécies, com particular importancia para humasuisps e aves. E considerada uma
enfermidade zoondtica, altamente contagiosa, caupatb virus influenza tipo A,
(IAV). A influenza é uma enfermidade mundialmente distdauEm humanos, é uma
doenca respiratéria de impacto significativo, sendo dos principais problemas de
saude publica no mundo inteiro (ZANELLA & BRENTANQ@Q12). Em rebanhos
afetados, a infeccdo pode ser responsavel por rcawsa impacto econdmico
significativo (OLSEN et al., 2005).

A influenza suina € causada pelo IAV, virus da liamDrthomyxoviridae
génerolnfluenzavirus O IAV possui um genoma composto por oito molézaa RNA
de polaridade negativa (EASTERDAY, 1975). A natareegmentada do genoma
destes virus proporciona condi¢cdes favoraveis parorréncia de recombinacdes
durante eventos de co-infeccdo em suinos. Negeatos pode ocorrer a redistribuicdo
de segmentos gendmicos entre diferentes cepas,vordginando outros virus com
genotipos ou fendtipos mistos. Esse mecanismo igengérmite aos virus influenza
uma evolucdo rapida e, em determinadas ocasifes, sido responsavel pelo
surgimento de cepas altamente virulentas associeoias doenga grave e de alta
mortalidade em humanos e animais (EASTERDAY & VAREH, 1999) Outra
caracteristica marcante dos IAVs é a alta varidulé das glicoproteinas de superficie.
Essa variabilidade permite ao virus manter-se wogsilpcdes através da geracdo de
variantes que escapam a neutralizacédo pelo hospgd@@NELLA & BRENTANO,
2012).

O primeiro isolamento do virus influenza ocorreu £€831, a partir de uma
amostra de origem suina (SHOPE, 1931). Nos ultemos, foram isolados alguns virus
influenza com alta variabilidade genética no reloasd suinos dos Estados Unidos. Isto
demonstra que esta espécie, pode servir como atgeovpara diferentes genotipos do
virus influenza (WEBBY et al., 2004, VINCENT et,£2008, BROCKWELL-STAATS
et al., 2009). Além disso, as evidéncias de queosupodem ser naturalmente
infectados com diversos subtipos virais, origiranie diferentes espécies, aumentam
ainda mais a preocupacao com o risco de intera®dAV de animais com virus de
origem humana (NINOMIYA et al., 2002), reforcandssian a importancia do carater

zoondtico desta enfermidade.
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O Brasil alberga um dos maiores rebanhos de swioanundo, sendo que a
maior parte da producdo estd concentrada na regifiodo pais, que tem como
principais produtores os estados de Santa CataRiwm,Grande do Sul e Parana
(FIGURA 1). Atualmente, o pais ocupa o quarto lugarranking de producédo e
exportacdo mundial de carne suina (MAPA, 2012). sApedisso, e da ampla
distribuicdo do virus da influenza suina (swlAVAospoucas as evidéncias da
circulagdo do swlAV nos rebanhos do Brasil dataalses de 2009 (RAJAO et al.,
2013).

Distribuigao geografica

da suinocultura no Brasil ‘
Rebanho Matrizes tecnificadas '
49% Sul 60% Sul

18% Nordeste 21% Sudeste

17% Sudeste 15% Centro-Oeste N

12% Centro-Oeste 3% Nordeste ¢

4% Norte <1% Norte

L Rebanho (cabecas)

Abates Exportacoes 1 <100.000
69% Sul 83% Sul : [ 100.001 a 300.000
17% Sudeste 11% Centro-Oeste [ 300.001 a 800.000
12% Centro-Oeste 6% Sudeste > 800.000

2% Nordeste 0% Nordeste
<1% Norte 0% Norte

FIGURA 1. Principais regifes produtoras de suinos no Br&sihte: IBGE/ Embrapa
Suinos e Aves, 2011.

Durante o ano de 2009 e nos anos seguintes, faiatados diversos surtos de
doenca respiratdria envolvendo o virus pandémidéIHde 2009 (A(H1N1)pdmO09) em
diferentes regides do Brasil. Como resultado do esion no numero de surtos de
influenza em suinos, observou-se também um crescammnento no numero de

pesquisas envolvendo o swlAV (NELSON et al., 2015)
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Atualmente, o swlAV tem sido considerado o printipgente etiolégico viral
associado ao complexo respiratorio dos suinos,doaaca multifatorial que resulta da
acdo conjunta de patodgenos virais, bacterianosligies ambientais e de manejo
inadequado e hoje é considerado um dos mais inmpestgproblemas sanitarios da
suinocultura (MORES et al., 2011). Ainda assim,quose sabe sobre a participagéo do
swlAV nesta sindrome no Brasil. Além disso, as migda antigénicas nas cepas
circulantes de swlAV diminuem drasticamente a efe&as vacinas utilizadas, uma
vez gque nao existe uma boa protecdo cruzada enttdeventes subtipos virais. Sendo
assim, é de grande importancia a constante atgabzea o conhecimento dos subtipos
virais circulantes em cada regido (VAN REETH & M20Q13). Portanto, o presente
trabalho teve como objetivo examinar a ocorréneianfeccdes por swlAV em alguns
rebanhos de suinos comerciais no estado do Rimd&m@o Sul. E, além disso, também
identificar possiveis variantes virais para qugyessa elaborar medidas preventivas,
como vacinas eficazes, na tentativa de preserwan & salde publica como a saude

animal.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Historico

Historicamente, o virus da influenza tem sido evidol em epidemias de grandes
propor¢gdes que ceifaram a vida de milhdes de pgs$ma sua constante evolugéo
genética e antigénica, esse virus € consideradodamagrincipais ameacas a saude
publica mundial. As epidemias e epizootias anuaigs eocasionais pandemias em
humanos estéo relacionadas a constante evoluc&@udooriginando novas variantes
antigénicas, frente as quais os hospedeiros n@sapam imunidade (VINCENT, et
al., 2008).

N&o é possivel precisar quando foi a primeira wez gm virus influenza infectou
humanos, nem quando, exatamente, ocorreu a pripai@demia de gripe. No entanto,
muitos historiadores concordam que no ano de 15C0 teéria ocorrido o primeiro
reconhecimento de uma pandemia de influenza (MOR&NS 2010). Naquele ano, a
Europa ainda estava se recuperando do enorme &@et@ado pela Peste Negra de
1340, ao mesmo tempo enfrentando uma epidemiafile GWORENS et al, 2010).
Em julho e agosto de 1510, uma enfermidade carzatier como asping oppressidn
na qual as pessoas afetadas apresentavam toseee fetma sensacao de constricdo do
coracdo e pulmdes, comecava disseminar-se em asvpestes do mundo (FERNEL,
2005). Nos anos subsequentes houve uma grandec@&woha ciéncia no ramo das
andlises epidemioldgicas; os métodos de coletaakagfio de dados de saude publica
estavam sendo estabelecidos e aperfeicoados; nacidestais comecaram a realizar
censos nacionais ja em 1700 e, em 1830, ja eraos f@gistros onde a&ausa mortis
era reportada. Com essa evolucdo, as pandemia®aueeram em 1830 e 1840
puderam entdo ser investigadas com métodos epitfgicos cada vez mais
apropriados, incluindo célculos de taxas de letdide taxas de mortalidade especificas
por idade, levando a uma maior compreensao do enonpacto que uma doenca de
baixa letalidade, mas de alta morbidade, como pegmode representar sobre as
populacdes (MORENS et.aP010).

Dentre todas as pandemias de influenza que ocorrdumante 500 anos, a “gripe
Espanhola”, de 1918, foi a mais importante do palgovista epidemioldgico, social,
econdmico e, em termos historicos, talvez o0 mambslo de como uma doenca de alta

mortalidade pode disseminar-se rapidamente no monadierno. A maioria dos estudos
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aponta que houve entre 20 a 40 milhdes de mortemntdua pandemia de 1918
(PATTERSON & PYLE, 1991; JOHNSON & MUELLER, 2002AUGENBERGER

& MORENS, 2006). No entanto, € muito dificil preaiso niumero exato de mortes
relacionadas somente a infeccdo pelo virus inflae®@ grande numero de Obitos
ocorridos neste periodo esta diretamente associadato de que a gripe espanhola
ocorreu antes da era dos antibidticos e € muitggpe que as co-infecgdes, baixas
condicOes de higiene e poucos recursos médicoartesbntribuido de forma decisiva
para este fato (BARRY, 2005).

Dentre diversas particularidades, um fato que cliamatencdo para a pandemia de
1918 foi a alta taxa de mortalidade em adultos rjeyediferentemente do que
normalmente ocorre em casos de influenza humai@JRA 2). Embora este padréo
atipico de ocorréncia ainda néo esteja muito clgyns estudos sugerem a existéncia
de um componente imune, como a citotoxicidade aehiépendente de anticorpos, que
poderia estar relacionado com a alta mortalidadeela faixa etaria, provavelmente em
funcdo de uma imunidade parcial prévia (TAUBENBERGEet al., 2001;
TAUBENBERGER & KASH, 2011). Outro fato curioso deeante apés o inicio da
gripe espanhola foi a ocorréncia quase que sinedt@ie uma doenca, muito similar a
influenza, em suinos (KOEN, 1919). InvestigacOdssequentes foram convincentes
em mostrar que o virus influenza ndo havia ciraule@imo uma doenca epizodtica em
suinos antes de 1918. Além disso, a identificacAoddenca em suinos ocorreu
posteriormente ao primeiro caso de influenza em ama®, sugerindo assim a
transmissédo do virus de humanos para os suinosREHI®31).

Em animais, o impacto gerado pela influenza tamtggmuma grande relevancia. O
caso que mais chamou atencdo do mundo foi o de MBIN1 altamente patogénico que
infectou aves domésticas na Asia e resultou em mortalidade de aproximadamente

100% nos animais afetados.
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3,000 -

2,500 - y
- - = 1911—1917 N
—_— 1918 ’

2,000

1,500

Specific death rate

1,000

500

<1 1-4 5-14 15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 75-84 285
Age (y)

FIGURA 2. Curva de mortalidade provocada pelo virus infhaerA linha
pontilhada representa as taxas de mortalidade @uognanos de 1911 e 1917.
A linha continua representa as taxas de mortalidacente a epidemia de 1918.
Fonte: Grove & Hetzel, 1968.

No Brasil, desde o final da década de 30 existaspeita da presenca do virus da
influenza suina (swlAV) na populagéo de suinoseN&@nto, o primeiro isolamento do
virus a partir de animais doentes foi reportadmapem 1978 (CUNHA et al., 1978).
Posteriormente, alguns trabalhos identificaramcantios contra virus influenza A dos
subtipos HIN1 e H3N2 em soros de suinos (BRENTAN&.£2002; MANCINI et al.,
2006; CARON et al., 2010; RAJAO et al., 2013). Eihbs subsequentes também
demonstraram a presenca de outros subtipos vimalgindo o subtipo A(HLIN1)pdmO09
(SCHAEFER et al., 2011; RAJAO et al., 2012) e HYSZHAEFER et al., 2015).
Além disso, um estudo publicado recentemente demoansma grande variabilidade
genética entre os isolados brasileiros, além darcatacao de diferentes subtipos virais
em suinos, incluindo HIN1, HIN2 e H3N2 (NELSONIet2015).

1.2. O Virus

1.2.1. Classificacao

Os virus influenza sdo membros da fam@liehomyxoviridae,que alberga 5

génerosinfluenzavirus Ainfluenzavirus Binfluenzavirus CThogotovirus e Isavirus.
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Os virusInfluenzaA infectam uma ampla variedade de espécies de deasamiferos

e humanos e tem sido os Unicos envolvidos nas gsgmahdemias; os virusluenzaB
infectam apenas humanos; influenzaC, tradicionalmente s6 eram identificados em
humanos, porém a infeccéo ja foi demonstrada tamdrérsuinos e caninos; o género
Thogotovirusabriga virus encontrados em carrapatos, sem dasctie envolvimento
com doencga em vertebrados até o presente; o giaetousinclui virus que infectam
salmdes (WRIGHT et al., 2007; OHWADA et al., 19805 IAVs ainda podem ser
classificados em subtipos com base nas proteimaadghatinina (HA) e neuraminidase
(NA), sendo que até o momento existem descrita®rbias diferentes de HA e 11 de
NA, que podem ser diferenciadas antigénica e geménte (FOUCHIER et al., 2005;
ZANELLA & BRENTANO, 2012; TONG et al., 2012; TONGQ al., 2013). Em suinos,
0s subtipos de virus influenza frequentemente iiteados incluem H1IN1, HIN2 e
H3N2 (CHOI et al., 2002; GRAMER, 2007).

A nomenclatura dos virus influenza A seguem asaegstabelecidas pela
Organizacdo Mundial da Saude em 1980 e deve castexeguintes informacdes: I.
Classificacao do género (Influenza A, B ou C), dmmse na tipificacdo das proteinas de
matriz (M) ou nucleoproteina (NP); Il. Espécie hexfgira em que o virus foi
identificado, quando nédo for de origem humana;Rkgido geogréfica de origem; IV.
Identificagcdo da amostra; V. Ano de isolamento eTWo antigénico das proteinas HA
e NA, descrito pelas letras e nimeros H1 a H18 e MLl [Ex. A/swine/Brazil/185-
11-7/2011(H1IN2)] (WHO, 1980).

1.2.2. Caracteristicas Genémicas

O genoma do virus influenza A possui aproximadaen&B{6 Kb e é composto
por 8 segmentos de RNA de polaridade negativa (WHI@t al., 2007). Os seis
segmentos 1 a 6 codificam uma proteina cada e gmesgos 7 e 8 codificam 2
proteinas cada. Estes segmentos gendémicos aprasantaesma organizacao geral:
codificam um gene na regido central, flanqueado gEmuéncias nao codificantes
altamente conservadas nas extremidades 3’ (12 Bt)(#3 nt) (FIGURA 3). Essas
sequéncias sdo parcialmente complementares e parraiformacéo das estruturas que
lembram cabos de panelpafhandles durante a transcricdo e replicacdo. Cada
segmento gendmico encontra-se recoberto por masgtigbpias da nucleoproteina (NP)

e estd associado com algumas coépias das proteimasfagmam o complexo
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transcriptase/replicase. O genoma do IAV é congp@&los seguintes genes: no
segmento 1, o gerB2 que codifica a polimerase béasica 2; o segmerton2ém o
genePB1, que codifica a polimerase basica 1; o segmertonsém o gen®A, que
codifica a polimerase acida; no segmento 4 estaeoe ¢HA, que codifica a
hemaglutinina viral; no segmento 5 esta o géReque codifica a nucleoproteina; ja no
segmento 6 encontra-se o géi’ que codifica a proteina neuraminidase; o segniénto
é formado pelo genkl que codifica as proteinas da matriz M1 e M2 e mpnemto 8
estd o gend\S que codifica as proteinas ndo estruturais NS1S2 FIGURA 4)
(PALESE & SHAW, 2007).

RNA gendmico (-)
Gene
3’-UCGCUUUCGUCC - GGAACAAAGAUGA-5'

12 nucleotideos 13 nucleotideos

FIGURA 3. Organizacdo esquemética dos 8 segmentos de RNAmoma dos virus

da influenza A (famili@drthomyxoviridag Fonte: Flores, 2007.

A natureza segmentada do genoma proporciona cawdjgédra a ocorréncia de
rearranjos durante eventos de co-infecgdo. Nessa#os ocorre a redistribuicdo de
segmentos gendmicos entre diferentes cepas viogiginando outros virus com
genotipos e fendtipos mistos. Esse mecanismo gen@rmite aos virus influenza uma
evolucao rapida, e tem sido responsavel pelo sergionde cepas altamente virulentas
associadas com doenca severa e de alta mortaljpiagie@palmente em humanos
(EASTERDAY &VAN REETH, 1999)

Outra caracteristica marcante dos virus influenza élta variabilidade
antigénica das glicoproteinas de superficie. Easabilidade permite ao virus persistir
indefinidamente nas populacdes, através de mutaedetecdo de variantes, que néo
sdo neutralizadas pelos anticorpos produzidos lpetpedeiro. A grande variabilidade
antigénica, principalmente dos virus humanos, doirse em um obstaculo quase
intransponivel para a producdo de vacinas permesentle uso universal (FLORES et
al., 2007).
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PB2
PB1
PA

HA - HA/ =
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FIGURA 4. Representacao esquematica de uma particulawgeinfluenza A
e de seus 8 segmentos gendmieosie: Stephan Pleschka, 2012.

1.2.3. Replicacao

O primeiro passo no processo da infeccdo viralligagdo do virion a célula
alvo. Os virus influenza utilizam moléculas de adithlico (AS), também chamado de
acido neuraminico, como receptores. Essas moléegl@i® presentes nas células em
uma variedade de glicoproteinas e glicolipidiosragnbrana. A ligacdo dos virions a
estes componentes € mediada pela glicoproteindHURPHY, et al.,1999). A ligacdo
guimica que mantém o AS associado as glicoprotginde ser de dois tipos2,3 e
a2,6. O tipo de ligacdo do AS é responsavel peleafridade de espécie e de
tropismo tecidual dos virus da influenza. A HA diguas virus somente € capaz de se
ligar ao AS através de ligacdes do tigh3, enquanto outros se ligam a moléculas com
a conformacdoa2,6 (MURPHY, et al.,1999). A traquéia humana cont&8
predominantemente do tip@,6, enquanto o intestino das aves contém ligag6egpo
a2,3. Ja o trato respiratério dos suinos possui @dB os dois tipos de conformacéo:
a2,3 ea 2,6. Isto explica a importancia dos suinos naggerale novos virus (SKEHEL
& WILEY 2000). Neste passo, proteases constitutippgesentes no trato respiratério
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(passaros e mamiferos) e no trato digestivo (aetgam o precursor HAO em
subunidades HAL, que contem o dominio que se ligeeeeptor celular e HA2, que
contem o peptideo de fusdo. Estas subunidadesigefitag por pontes dissulfeto. A
ligacdo do virus é mediada pela interacdo de HA@ oe receptores de acido sialico
a2,3 oua2,6 na superficie da célula. Uma vez ligada, aiqda viral entra na célula
através de endocitose mediada por clatrina. O spndustem o pH baixo, cerca de 5 a
6, que desencadeia a fusdo das membranas viraidossema que se dirigem para o
interior do citoplasma (SKEHEL & WILEY, 2000). A iddicacdo das vesiculas
endossomais ocorre de forma gradativa pela acdor8ases, que bombeiam protons
H+ para o seu interior. Através das aberturas rdedigela M2, os prétons H+
penetram também no interior dos virions. A acidif@o dos endossomos resulta em
dois efeitos para a penetracdo do virus. Primem&aneprovoca alteracdes
conformacionais na HA, que resultam na exposicaardepeptideo fusogénico, que
leva a fusdo do envelope com a membrana endodidimauma segunda etapa, o pH
baixo no interior dos virions facilita a dissocia@tre as ribonucleoproteinas (RNPs) e
a proteina M1, promovendo o desnudamento par@atmitindo a liberacdo das RNPs
no interior do citoplasma (MURPHY, et al.,1999). &Jmez dissociados da M1 e
liberados no interior do citoplasma, as RNPs sdonsportadas para o nudcleo, onde
penetram ativamente pelos poros nucleares. Asipasteque compdem o0 complexo
RNP (NP, PA, PB1 e PB2) contém sinais de localzagiclear que promovem a sua
importacédo para o nucleo celular, o que € uma éxceqtre os virus com genoma de
RNA (MURPHY, et al.,1999).

A transcricio dos RNA genbmicos € realizada pelompiexo
transcriptase/replicase, que esta associado as.FRNPanscricdo se inicia logo apos a
penetracdo das RNPs no nucleo, e cada segmentomigenté transcrito
individualmente, originando moléculas de mRNA coap e poliA. A transcricdo é
precedida pela clivagem e subtragdo de segmentosmEBIAs celulares. Os
oligonucleotideos capturados correspondem aos pos@& a 13 nt dos mRNA e
possuem a@ap na extremidade 5'(MURPHY, et al.,1999). Essa atidigl € atribuida a
PB1, que possui atividade endonuclease, ou segs eszima literalmente furta
segmentos de mMRNAs celulares para beneficio dos.vifs oligonucleotideos
subtraidos pareiam com uma pequena sequéncia @éxiextremidade 3’ do RNA
gendmico e servem dprimers para o0 inicio da transcricdo. Como resultado da

polimerizacdo a partir da extremidade 3’ degz@wers os mRNA virais sintetizados



20

“furtam” dos MRNASs celulares osaps que sao necessarios para tornar os mRNAs
virais funcionais, que entdo podem ser reconheqeétss ribossomos e traduzidos. A
transcricdo termina 15 a 22 nt antes da extremi@adie cada segmento e é seguida
pela adicdo de uma cauda de poli-A, também presmrsenRNAs (ZANELLA et al.,
2012). Os transcritos produzidos a partir dos se¢wse/ e 8 sofrem processamento por
splicing em que o virus utiliza a maquinaria da préprimlaéhospedeira e origina
MRNAS que sao traduzidos em mais de uma proteilEDRIM & DIGARD, 2006)

A replicacdo do RNA viral (vVRNA) ocorre em duaspetst i) sintese do RNA
anti-genémico ou complementar e ii) sintese de vRiNWzando o RNA anti-genémico
como molde. Dessa forma, os RNAs anti-gendmicosesatamente complementares
aos VRNAs. Em todas as etapas da replicacdo, ossRNAsentido anti-genémico e
gendmico sdo rapidamente conjugados com multiptasas da proteina NP. Os
ortomixovirus completam a sua morfogénese e s@valiims das células hospedeiras
pelo brotamento dos nucleocapsideos na membrasmtiaa. Nesse processo, um
fragmento das membranas celulares, contendo a®pgieinas de membrana
codificadas pelo virus, é liberado da célula e gamsconstituir o envelope viral
(MURPHY et al., 1999). Neste contexto, a proteidatBim uma grande importancia na
fase final da infeccdo viral. Acredita-se que urdas principais funcdes da NA é a
clivagem do &cido sidlico da superficie celularilitando assim a libertacdo da
progénie viral a partir das células infectadas.oE gsse motivo que esta proteina tem
sido alvo no desenvolvimento de varias drogas @aitvpara influenza. Estes antivirais
atuam inibindo a NA, impedindo assim 0 egresso pasiculas virais da célula
hospedeira (AIR & LAVER, 1989; DAS et al., 2010)

1.3. Genética dos virus influenza A

Em seus hospedeiros naturais — aves aquaticasraténigs — os virus influenza
Sao geneticamente estaveis e apresentam taxasamidermutacao e evolucao ao longo
do tempo. Isso indica uma relacdo ancestral eteefilma perfeita adaptagédo do virus
com o0s seus hospedeiros. No entanto, quando sdemitados para outras espécies
(mamiferos ou aves domeésticas) esses virus iniai@nprocesso de rapida evolugao

genética, sobretudo devido a mutacbes em ponto geoes que codificam as
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glicoproteinas de superficie HA e NA, principaigoal antigénicos (ZANELLA et al.,
2012).

S&o dois os principais mecanismos genéticos relados com a evolugdo dos
virus influenza. O primeiro deles é conhecido pantigenic drift” ou variacbes
antigénicas menores, um processo caracterizadamptacdes pontuais geradas ao
acaso durante a replicacdo do genoma. Estes eveatwsaleatérios e ocorrem
essencialmente devido a baixa fidelidade da poéiseeviral que introduz nucleotideos
incorretos durante a sintese das novas moléculaBRNde. O outro mecanismo é
denominado dntigenic shift” ou variagdes antigénicas maiores, que se carzcteor
mudancas abruptas nas caracteristicas genétigagyénicas do virus e é causado por
rearranjos genético entre duas ou mais cepas lenzg A. Este mecanismo permite
uma evolucado rapida desses virus e tem sido adsociem variantes responsaveis por

pandemias de grandes dimensdes em humanos (MURP&LY E999).

1.3.1. “Antigenic drift”

Uma caracteristica comum a maior parte das polsesrde RNA viral é a baixa
fidelidade na incorporagcédo de nucleotideos durameplicacdo do genoma (NELSON
& COX, 2010). A relevancia de uma determinada madaica depender da alteracao
gque essa possa induzir na sequéncia de aminoatedosha determinada proteina. Por
exemplo, mutacbes n&o sindnimas nas polimerasesrgmdfetar a eficiéncia da
replicacdo viral e modificar a viruléncia de deterawla amostra (SEYER et al.,
2012;ZHU et al., 2012). MutacBes em NS1 e NS2/Nielem interferir na capacidade
do virus de modular a resposta imune do hospedanante a replicacdo viral (MA et
al., 2010b; FORBES et al., 2012; MANZ et al., 20125 alteracbes de NA s&o
importantes na resisténcia aos medicamentos a$iv(ABED et al., 2011). J4 as
mudancas na HA podem afetar a entrada do virugloldospedeira, podem interferir
na adaptacdo de uma cepa em diferentes hospeddaosde estar relacionada com a
viruléncia e transmissibilidade dos virus (SEYERIegt2012; HERFST et al., 2012).

As mutacdes em ponto owrftigenic drifts” tem uma importancia particular
para as glicoproteinas HA e NA em funcéo destaimas serem imunodominantes e
estarem expostas diretamente a acdo dos anticépsss mutacdes podem resultar em

alteracdes dos sitios de reconhecimento por aptisoneutralizantes. Assim, as
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mutacdes de aminoacidos nos dominios antigénicani&s as proteinas, HA e NA,
podem resultar em mecanismos de escape da imunméeexistente no hospedeiro
(WEBSTER et al.,, 1982). Isso representa uma vantageolutiva para 0s virus
mutantes que, além de escaparem da neutralizagdempser transmitidos a novos
hospedeiros permitindo assim a propagacao de mavastes virais (WEBSTER et al.,
1982).

1.3.2. “Antigenic Shift”

A natureza segmentada do genoma dos virus influpemaite a producao
ocasional de recombinantes que possuem segmentizssdérus parentais. O rearranjo
permite uma evolucdo rapida desses virus e a espéitia € mais propensa a abrigar
eventos de rearranjo entre virus aviarios e de feamsi pois possui a molécula de
acido sialico nas conformacoe®,3 ea2,6 na mesma célula (MURPHYet al.,1999).

O fendmeno“antigenic shift” ocorre através do rearranjo entre segmentos
génicos de diferentes cepas de IAV que infectanulsimeamente a mesma célula
(MURPHYet al.,1999). Durante a replicacdo ocorreaumistura entre os segmentos
dos genomas virais que existam naquele momentcetzaqgélula. Quando novos virus
sdo encapsidados para serem liberados da célulped®sa, pode ocorrer o
encapsidamento de genes de distintos virus, damgenoa um novo virus influenza,

com genes de dois ou mais subtipos virais (SCHORELS 1995).

1.4. Epidemiologia

O virus da influenza A esta mundialmente distribuéd pode infectar uma
grande variedade de espécies, incluindo aves c¢plkatmente espécies aquaticas
migratorias), aves domésticas, mamiferos aquatimasniferos terrestres e humanos
(WEBSTER et al.,, 1992). A ocorréncia da doenca emnos estd associada
principalmente com a movimentagdo de animais @dogdo de novos animais nos
rebanhos. A principal forma de transmissao € daipela via nasofaringea, por contato
com secrecdes nasais de animais na fase aguddedgdm Em regibes com alta

densidade de suinos, a disseminacdo aerdgena @odeportante, especialmente nas
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populacdes sem imunidade prévia (FLORES et al.72BBNELLA & BRANTANO,
2012). O periodo de incubacéo varia de 4 a 7 dagjo a infec¢do caracterizada por
uma elevada taxa de morbidade, que pode chegal0%,1l@eralmente uma baixa
mortalidade que dificilmente passa de 1% (MA et24109).

As aves aguaticas sdo elemento central da epidegidaotia influenza A, uma
vez que podem ser infectadas com qualquer subtpmftulenza A, atuando assim,
como principal reservatorio do virus na naturezd SEN et al., de 2006). Até
recentemente, pensava-se que 0s virus de origeriaaprecisavam necessariamente
passar por uma adaptacdo em suinos, para entdo samsmitidos para os seres
humanos (KIDA et al., 1994). Porém, ja é sabido @gieeres humanos possuem ambos
os tipos de receptores 2,3 ea 2,6) em numero suficiente para permitir a transéuos
direta de aves para humanos (IMAI e KAWAOKA, 201Q)episédio da transmissao
do virus H5N1 para humanos é uma prova clara digssde evento, que ndo é comum,
mas que pode eventualmente ocorrer (SUBBARAO g2@00).

1.4.1. Influenza A na populacéo de suinos da América do e

O primeiro isolamento de um virus influenza a pak# suinos ocorreu em 1930
por Shope (SHOPE, 1931) e foi caracterizado comdasema cepa H1N1 classica,
estritamente relacionada com o virus HIN1 que iatechumanos em 1918,
responsavel pela Gripe Espanhola. Esta linhagessictado virus HIN1 (cH1N1) de
suinos, derivada do virus pandémico de 1918, peyoeanrelativamente estavel -
geneticamente e antigenicamente - na populacéoidessdos EUA por quase 80 anos
(VINCENTE et al., 2012).

No final da década de 1970, o subtipo H3N2 foi ctatio pela primeira vez em
suinos, tendo um baixo impacto clinico (HINSHAWAEL 1978). Entretanto, depois de
1998 a epidemiologia da influenza A em suinos do#\ Enudou dramaticamente,
quando o virus H3N2 triplo recombinante (trH3N2htemdo uma combinacgéo Unica de
genes internos conhecido como TRIEp(e reassortant internal gene cassetee
estabeleceu com sucesso na populacdo de suinosBWEBal. , 2000). Esta nova
variante viral era composta por segmentos génicosimis classico cH1IN1 (NP, M,
NS), segmentos do virus sazonal H3N2 de humanos, (RB, NA) e segmentos de
origem aviaria (PB2, PA) (ZHOU et al., 1999).
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Em 1999 o subtipo HIN2 foi isolado pela primeira n suinos. Este virus,
originario da América do Norte, continha a HA odardo virus cH1N1 e o restante do
genoma era oriundo virus trH3N2. Este virus ficothe conhecido como H1N2 triplo
recombinante (trH1N2) e foi descrito em varios isa@os EUA e também no Canada
(KARASIN et al., 2000). Além dos triplos recombites trH3N2 e trH1N2, a partir do
ano de 2000, um outro virus apresentando a HA eoNginarias do cH1N1 foi
identificado e denominado trHIN1(YASSINE et al.pgp .

Véarios autores tém proposto a existéncia de difesegrupos de SwiAV com
base na filogenia e reconhecimento antigénico da gafa os virus influenza da
América do Norte. A proposta é classificar os idokaH1 oriundos da linhagem cH1N1
em quatroclusters(alfa, beta, gama e delfae os isolados H3 como |, II, Ill e IV
(VINCENT et al., 2009; LORUSSO et al.,, 2011). Natagrio, ndo se sabe se essa
classificagéo reflete com precisdo a epidemiologetpgénese e protecao existente
entre estes diferentebusters.

A partir de 2005 surgiram os virus HIN1 e HIN2 comgene da HA derivado
de um virus humano (diferente do cH1N1). Esses\dmergiram e se espalharam nos
rebanhos dos EUA e foram denominados como sendtusier delta(VINCENT et al.,
2009).

No periodo entre 2008 e 2010 os virus influenzduénaom tanto que foram
classificados ensubclusters delta 1 e delta Resta forma, atualmente, multiplas
linhagens virais co-circulam na populacéo de sud@Ameérica do Norte, incluindo (i)
0s virus “classicos” de suinos que descendem ds HWIN1 de 1918; (ii) os virus
“triplo recombinante” de suinos que emergiram malfida década de 1990; e (iii)
“delta” virus que séo estritamente relacionados aos vitlissazonal de humanos
(VINCENT et al., 2009, NELSON et al., 2015a).

1.4.2. Influenza A na populacéo de suinos da Europa

A diversidade genética e antigénica dos virus @émfaa circulantes na Europa
possuem caracteristicas distintas. Os primeirdansmtos de SwIAV na Europa foram
feitos entre os anos de 1938 e 1940 (LAMONT, 1B ®8AKEMORE &GLEDHILL,
1941). Esses isolados eram muito semelhantes @a® MIN1 de 1918, responsavel pela

Gripe Espanhola e podiam ser diferenciados do SWHIW1 de origem americana,
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fato este que sugere a existéncia de diferenteadiavolutivas do virus HIN1 de 1918
(NEUMEIER et al., 1994).

O HIN1 derivado de 1918 permaneceu predominantsenos europeus até
1976, quando o SwIAV HI1N1 classico (cH1N1) originaAmérica do Norte foi
introduzido no Sul da Italia e se espalhou paraosytaises da Europa (NARDELLI et
al.,, 1978; MASUREL et al., 1983; ABUSUGRA et al98r). Em 1979, uma cepa
H1N1 de origem aviaria entrou em um rebanho deosudla Bélgica e da Alemanha
(PENSAERT et al.,1981) e se espalhou por toda agaurEsta nova cepa de HIN1
deslocou o cH1N1 anteriormente prevalente (SCHUeTAl., 1991) e estabeleceu uma
nova linhagem H1N1 de origem aviaria (avian-like\Mlou avH1N1 ) que passou a ser
0 HIN1 predominante no continente (KYRIAKIS et 2011). Outras cepas H1N1 de
diferentes origens tém sido isoladas esporadicaneant entanto, ndo conseguiram se
estabelecer de forma eficiente e manter-se na @gfwlsuina por longos periodos
(KUNTZ -SIMON & MADEC, 2009)

No que diz respeito ao subtipo H3N2, este foi datkr e relacionado
inicialmente com o virus pandémico H3N2 de humaiosnan-like ou huH3N2) de
1968; supdem-se que humanos tenham introduzigovésis na populacdo de suinos
(MIWA et al., 1987). Em verdade, os isolados de 3NB obtidos durante os proximos
16 anos mantiveram uma alta similaridade genétianteggénica com os isolados
sazonais de H3N2 de humanos sugerindo uma constatntelucdo destes virus
humanos na populacdo de suinos (AYMARD et al., 1980TIS et al., 1982;
CASTRUCCI et al., 1994).

Em 1984, um evento de recombinacdo entre avH1NWLHS8MK2 resultou na
geracdo de uma cepa contendo os genes internoisudoavH1N1 e as glicoproteinas
(HA e NA) do virus huH3N2 (CASTRUCCI et.all993). Este virus, chamado de
“reassortant human likes wind13N2 (rH3N2) se adaptou muito bem em suinos e se
espalhou por diversos paises da Europa (BOTTCHER, 007; VAN REETH et a
2008; SIMON-GRIFE et al2011)

Adicionalmente, em 1994, um virus recombinante BI$brgiu em suinos da
Gra-Bretanha e, posteriormente, espalhou-se pdrasopaises da Europa. Este virus
continha a maior parte do genoma oriundo do rH3N2gene da HA adquirido de um
H1N1 humano que circulou na década de 1980 (BROW.,e1995). Assim, as trés
principais linhagens de swlAV que circulavam nacgma Europa, compartilhavam os

mesmos genes das proteinas internas, mas possuigeneo da HA claramente
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distinguivel. Desde entdo, diversos virus HIN2 dierehtes origens tem sido
identificados em toda a Europa. Por exemplo, osvidiN2 encontrado na Italia
continha a NA oriunda do virus sazonal H3N2 de moegdMORENO et al2012). Na
Dinamarca e na Franca o virus H1N2 identificadotinba a HA do virus avH1N1
(HJULSAGER et al.,2006; KUNTZ-SIMON & MADEC., 2009)e também foi
identificado um virus HLIN2 com a NA originaria dious rH3N2 (MORENO et 3l
2012).

Atualmente, os subtipos predominantes na populde&winos da Europa sdo os
trés swlAV enzoodticos: avHIN1, rHIN2 e rH3N2, benomo o0 subtipo
A(HIN1)pdmO09. Além disso, foram encontrados recorabies oriundos destas 4
linhagens, especialmente do influenza A(H1N1)pd{E™MON et al., 2014).

1.4.3. Influenza A na populacgio de suinos da Asia

A epidemiologia do virus influenza na populacdsui@mos na Asia apresenta uma
série de particularidades quando comparada comeoogorre em outros paises e
continentes. Este fato pode ser atribuido a exig#éde uma grande populacdo de
suinos, muitas vezes criados em sistemas extersigoscontato com aves migratérias.
A primeira particularidade dos virus que circulam Asia € a existéncia de duas
linhagens principais dentro do subtipo HIN1 (cH1&XkvH1IN1), bem como uma
ampla variedade de virus recombinantes pertencardgsse subtipo (VIJAYKRISHNA
et al., 2011; CHOI et al., 2012). A diversidade degas H3N2 na Asia também é mais
complexa do que na Europa ou na América do Nome.vErdade, na Asia circulam
virus H3N2 que recombinaram com as cepas huH3NH3N2, além do triplo
recombinante trH3N2 de origem norte americana e@lagairoutras amostras com
carateristicas impares: um virus H3N2 isolado nm&le na Tailandia nunca foi
relatado em outros lugares (CHUTINIMITKUL et alQ(B; TAKEMAE et al., 2008;
YU et al, 2008 ).

Na Asia, o primeiro isolamento de H1N2 ocorreu apab, em 1978. Nesse caso,
0 virus H1IN2 era um recombinante entre o cH1N1véus sazonal H3N2 de origem
humana. Esse rearranjo estabeleceu uma nova lmhgge tem circulado, desde entéo,
naquele pais (YONEYAMA et al., 2010). Na Coréia, tnplo recombinante H1N2
relacionado com o virus na América do Norte teroutido desde 2002 (CHOI et al.,
2002; PASCUA et al., 2008). Apdés a emergéncia dosviHlN1pdm09 em humanos,
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este infectou a populagédo de suinos no Japao erjpostente recombinou com o virus
HIN2 (MATSUU et al., 2012).

1.4.4. Influenza A em suinos na Africa

A populacio de suinos na Africa ndo é muito expresguando comparada com
outros continentes. Além disso, a densidade pojuacna Africa é baixa, o que de
alguma forma pode contribuir para uma incidénclatikamente baixa de influenza
suina nesta regido (VINCENT et al., , 2012). Ingasrsoroldgicos, realizados em
suinos da Nigéria, sugeriram uma alta soropreveléie animais positivos para cepas
de influenza de origem humana sazonal (ADEOLA & ADH, 2010). Em contraste
com estes resultados, existem outros trabalhos rgla#am uma soroprevaléncia
extremamente baixa na Costa do Marfim, Benin e T&OUACY-HYMANN, 2012),
sendo que até hoje ndo se sabe muito sobre aagidcutieste virus em suinos da Africa.
Um trabalho relatando o isolamento do virus infaserem Camardes e na Nigéria
demonstrou se tratar de isolados do virus HIN1pdik08BO, 2011).

1.4.5. Influenza A em suinos da América do Sul

Na América do Sul, sdo poucos os relatos e dadbse sisolamento e
sequenciamento do virus influenza A em suinos,cespeente antes do ano de 2009.
Essa escassez de informac0es dificulta detalheoraémcia desta enfermidade ao longo
dos anos na populacéo de suinos deste continente.

Na Argentina, no final de 2008, um virus H3N2 id&ntao virus humano, foi
isolado de suinos com sinais clinicos de doengarad@ria e febre, caracteristicos da
influenza. Infecgbes experimentais mostraram qte \@sus era transmitido de forma
eficiente entre suinos; os animais inoculados aptasam lesdes tipicas da doenca, o
que sugere que este virus de humanos se adapfomte eficiente na populagédo de
suinos, podendo desta forma, ser mantido nestdggdou(PEREDA et al., 2011).

Nos anos de 2009 e 2010 foi identificado, tambémArgentina, um virus

recombinante contendo os genes internos do H1IN1pden@enes da HA e NA
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provenientes de um virus norte-americano, pertéacaacluster delta 2.Portanto,
existem evidéncias indiretas da circulacdo dossvilel origem norte-americana deste
“cluster” na populacao de suinos da Argentina (PEREDA e2@l1]).

Em 2011, outro virus recombinante foi isolado ngehtina, desta vez contendo
os genes de superficie (HA e NA) oriundos da cepddde origem humana e genes
internos originarios do virus HIN1pdmO09. Acreditaegie a ndo utilizagdo de vacinas
para influenza suina na América do Sul, aliada amcteristicas de producdo na
Argentina, no qual ha criacdo de suinos de todasades, desde neonatos até adultos,
alojados em um mesmo sitio, podem estar contribupala o aparecimento destes
novos recombinantes (VINCENT et al., 2012).

No Brasil, especificamente, sdo poucos os relawsnfitccdo pelo virus da
influenza antes de 2009. A maioria dos estudosavahdiretamente a circulacao de
subtipos virais através de testes soroldgicos. Ested, utilizando o teste de inibi¢cdo da
hemaglutinagdo (HI) para influenza, analisou 14b70os coletados em 9 estados
brasileiros no periodo de 1996 a 1999. Os resudtadticaram a presenca de anticorpos
contra os subtipos virais H1N1classico e H3N2 (BRENO et al., 2002).
Posteriormente, foram testados 34 soros de sumestado de S&o Paulo e, da mesma
forma, foram encontrados anticorpos contra os gabtH1N1 eH3N2 (Mancini et al.,
2006). O estudo realizado por Caron et al. (20b@Jisando soro de suinos do estado
do Parana relatou que 46% das granjas analisadlas fionsideradas positivas para o
virus influenza, com uma prevaléncia de anticomgaossuinos contra o subtipo H3N2
de 20%.

A partir de 2009, coincidindo com a pandemia dduerfza A (H1N1) em
humanos, foram relatados no Brasil inimeros suttomfeccéo respiratoria aguda em
suinos de varias faixas etarias. A analise destéados através do sequenciamento do
genoma viral revelou que o virus encontrado em osuiera 0 mMesmo Virus
A(H1N1)pdmO9 que estava circulando em humanos (SEFER et al., 2011; RAJAO
et al., 2012). Além disso, a analise por HI de s@aetados de suinos no Brasil, antes e
depois de 2009, revelou que antes de 2009 a peesEn@nticorpos contra o virus
influenza A(HLIN1)pdmO09 nédo era detectado em suhmw®Brasil (ZANELLA et al.,
2011). Isto demonstra, claramente, que este vaiascinculava na populagdo de suinos
do Brasil antes de iniciar a pandemia em humanos.

Em 2012, um estudo realizado por Rajao et al. (ROiBestado de Minas

Gerais, analisou, através do teste de HI, 355 sigasiinos. Neste estudo, observou-se
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que 44,5% dos animais apresentaram anticorposoparas H1N1 classico; 10,1% dos
animais foram positivos para o virus H3N2 e 38,8%arh positivos para o virus HIN1
de origem humana.

Adicionalmente, um novo virus HIN2 foi identificadecentemente. A analise
dos genes deste virus revelou que este seriadrutam rearranjo de genes, onde 0s
genes que codificam as glicoproteinas de supeHitie N2 teriam origem em um virus
humano pertencente aoltster” deltaenquanto que os demais genes seriam originarios
do virus A(H1IN1)pdmO09 que vem circulando no Brds#de 2009 (SCHAEFER et al.,
2015).

Um trabalho recentemente publicado analisou anwsiEaSwIAV isoladas no
Brasil entre os anos de 2009 e 2012 e encontrouguamae variabilidade genética entre
as cepas circulantes. A analise filogenética dagmeatos do genoma permitiu
identificar a presenca dos recombinantes HIN2 eZAI28m as glicoproteinas HA e
NA originarias de virus humanos e o0s genes inteaniggnarios do A(H1N1)pdmO09,
circulando conjuntamente com o subtipo A(HLIN1)pdr(MELSON et al., 2015b).

Além disto, no Brasil, alguns estudos foram condiogibuscando avaliar a
presenca de IAV na populacéo de suideos selvaigehsndo tanto javalis criados em
cativeiro como porcos ferais (porco monteiro). Atrexs de pulmé&o de javalis foram
coletadas no abate com o objetivo de investiganvoleimento do virus influenza em
quadros de pneumonia. O virus foi detectado por PG&ntitativa em 11 de 60
pulmbes com lesBes macroscopicas tipicas de pneandas amostras positivas, 0
sequenciamento do gene M indicou uma identidad@8de 99% com o HIN1pdmOQ9.
Com relacdo a populacédo de porcos monteiros adalisaram coletadas amostras de
soro e os resultados indicaram a presenca de grug@ara o virus influenza em
aproximadamente 75% das amostras testadas (BIOND&).,e2012). Além disso,
também foi detectada a presenca do subtipo SwIAWZHEmM javalis criados em
cativeiro (BIONDO et al., 2014).

1.4.6. HIN1 pandémico A(H1N1)pdm09

Em meados de marco/abril de 2009, um novo virugigraico HIN1 — o

influenza A(HLN1)pdmQ9 - emergiu na populacdo husmaa América do Norte
(GARTEN et al., 2009). O genoma deste virus, nes@eel pela pandemia de 2009,
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possuia uma composicdo genética complexa, consegisentos génicos oriundos do
virus triplo recombinante H1N2 originario da Amérido Norte (PB2, PB1, PA, HA
(H1), NP e NS) e dois segmentos pertencentes as ¥LN1lde origem aviaria (NA
(N1) e M), que ja circulava na populacdo de sui@sEuropa e Asia (FIGURA 5)
(GARTEN et al., 2009; SMITH et al., 2009).

Estudos posteriores e 0 sequenciamento desteddmenstraram que 0 mesmo
nao continha muitas das adaptacdes ja conhecidadagilitam a transmissao do SIV
entre humanos, bem como os marcadores de virul@ddentificados previamente.
Apesar disso, tornou-se um virus altamente trars$weisna populacdo humana (CHEN
et al., 2011).

Os surtos de A(HIN1)pdmO09 em suinos foram precedido inUmeros relatos
da ocorréncia da doenca em humanos (HOWDEN @09 ; PEREDA et al., 2010).
O primeiro caso em suinos foi identificado em 28Hal de 2009, em uma granja do
Canada, onde os animais ndo eram vacinados péwannd (HOWDEN et al., 2009;
WEINGARTL et al., 2010). Logo apés, o influenza A(ML)pdmO09 foi reportado em
diversos outros paises, incluindo Argentina, li&laréia, Estados Unidos, Brasil, etc
(PEREDA et al., 2010; MORENO et al., 2010; KIM ¢t 2011; DUCATEZ et al.,
2011; SCHAEFER et al., 2011). Curiosamente, alghaises como Noruega e Austrélia
gue supostamente eram livres de influenza suina0ft®, passaram a relatar casos de
infeccdo pelo virus influenza A(HIN1)pdmOQ9, com efevado numero de granjas
afetadas (HOFSHAGEN et al., 2009; DENG et al., 32012

Apesar dos esforgcos, até hoje, a origem evolud@ndo virus influenza
A(H1N1)pdmO09 em suinos permanece pouco compreendlidm disso, em nenhuma
parte do mundo foi identificado um possivel ane¢steste virus circulando em suinos
(NELSON et al., 2015)
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swlAVHIN1 de
origem aviaria

IAV de origem aviaria
(Subtipo desconhecido)

sSwWIAVHI1IN2 triplo
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H3N2 humano swlAVH3N2 triplo

recombinante

Figura 5. Origem do virus HIN1 pandémico de 2009.

1.4. Patogenia e sinais clinicos

Os animais se infectam pela inalacdo do virus emss@is ou pelo contato
direto ou indireto com animais infectados ou sedmeccontaminadas. A infeccdo
geralmente é limitada ao trato respiratorio e a&mia raramente € detectada. A
replicacdo viral ja foi demonstrada na mucosa nasaisilas, traquéia, linfonodos
traqueobronquiais e pulmdes (FLORES et al., 20Q8)Julas positivas para antigenos
virais sdo encontradas no epitélio bronquial ap@s doras de infeccdo e, apds 16 horas,
podem ser observadas grandes areas infectadasit@liodpronquial. Antigenos virais
também podem ser detectados nos septos alveopairegja@atro horas de infeccao e, apds
24 horas, aparecem numerosos focos de infeccaaélals dos alvéolos e ductos
(FLORES et al., 2007).

Os pulmdes séo, provavelmente, os principais ditoreplicacdo do swlAV. O

RNA viral pode ser detectado nas células epiteldos bronquios, bronquiolos,
pneumdacitos e macréfagos alveolares e interstj@aasdistribuicdo varia com o curso e
fase da infeccdo. A detecgdo do HIN2 no epitél® lmdnquios e bronquiolos sugere

gue as células epiteliais desses locais represeygesitios iniciais de infeccao, e que a
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replicacdo viral induz lesdo nesses tecidos, inmgkda acdo dos mecanismos de defesa
muco-ciliar. A associacdo de outros patdégenos, cowious da sindrome reprodutiva e
respiratoria dos suinos (PRRSWilicoplasma hyopneumonia&éiaemophilus sppe
Pasteurella multocida produz doenca respiratoria que pode estar aslsogam
aumento da mortalidade (JUNG et al., 2005).

Os sinais clinicos da infeccdo pelo SIV iniciamitrmente, com todo ou grande
parte do rebanho acometido dentro de um ou dois BASTERDAY, 1975,
EASTERDAY & VAN REETH, 1999). O estado agudo da wigge geralmente dura poucos
dias e arecuperacgdo € rapida, iniciando a partir do 47°adia apds o inicio dos sinais
clinicos (FLORES et al., 2007).Os primeiros sinais que podem ser observados séo
inapeténcia e diminuicdo do consumo alimentar, Bndb para intensa prostracdo e
anorexia, com aumento progressivo de dispnéia setofEASTERDAY, 1975). A
temperatura corporal pode chegar a 41.7°C. Animas dispnéia geralmente apresentam
decubito esternal ou posicao de cdo sentado, lbectage respiracdo abdominal (OLSEN et
al., 2006). Conjuntivite e descarga nasal tambémdiélo relatadas, mas com uma menor
frequéncia (EASTERDAY, 1975).

Existem relatos de infecgbes muito precoces, peisldV pode afetar leitdes com
poucos dias de idade nascidos de porcas infecthdasite a gestacdo. Estes quadros
costumam afetar apenas rebanhos sem imunidadeappéava tal agente. No relato de
Easterday (1975), a infeccdo tendeu a tornar-smioar6nos leitbes, que passaram a
apresentar atraso no desenvolvimento e morte du@meriodo de lactacdo ou apds o
desmame.

Outros sinais clinicos que podem ser observadasntursurtos de influenza séo
abortos em decorréncia da febre presente no quagirdo da doenca e diminuicdo das
taxas de concepcédo. Para fémeas sem imunidade pcéaborto pode ocorrer de forma
disseminada, com taxas variando de 5 a 10%, durapdximadamente uma semana nos
galpbes de gestacdo (EASTERDAY & VAN REETH, 1998)diminuicdo na taxa de
concepcdo pode ser explicada pelo aumento de ocetonestro, mumificacdo fetal e
mortalidade logo apds o parto (EASTERDAY, 1975).

1.5. Lesdes macroscopicas e microscopicas

Animais com sinais agudos de influenza frequentéenapresentam congestao das
mucosas e formacgdo de exsudato nas vias aéreasosepécavidade nasal, laringe e
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faringe), brénquios e bronquiolos, com hiperplasigecrose focal do epitélio bronquial
e bronquiolar (EASTERDAY, 1975). Os linfonodos lyarais, cervicais e

mediastinicos podem com frequéncia se apresentensmente aumentados,
edematosos e por vezes congestionados (EASTERDA¥5, IHEINEN. 2002). Em

casos fatais h4d aumento de fibrina no exsudato gbiah e superficie pleural

(EASTERDAY, 1975).

S&o encontradas lesdes macroscopicas bem demarckdapneumonia
intersticial nos pulmdes, principalmente nos lolpscal e cardiaco, podendo afetar
todos os lobos (EASTERDAY & VAN REETH. 1999). Outeséo caracteristica sao as
areas de consolidagéo/atelectasia que apresentaragém vermelho escura (FIGURA
6), com depressoes e irregularidades no paréncuiesi@ma interlobular, com presenca
de exsudato espumoso nas passagens aéreas (BREN&AANO2002). A porcao do
pulmdo sem pneumonia pode apresentar enfisema osatpao (EASTERDAY,
1975).

As lesGes microscopicas consistem de bronquite oaghbiolite necrosante,
infiltrado linfocitico peribronquiolar leve, pneuma broncointersticial, necrose
multifocal e acamulo de neutréfilos no limen e EHuescamadas, podendo causar
bronquiolite obliterante (LOPEZ, 2006; HOWDEN et, &009; VINCENT et al.,
2009;SCHAEFER et al., 2011). Outras lesbes incluemdancas no epitélio
bronquiolar, arredondamento e degeneracdo do iepif@ogredindo de metaplasia
cubdide a escamosa e leve traqueite cronica n&gsiGsp (HOWDEN et al., 2009).Em

geral, as lesdes apresentam regressao dentro delids (EASTERDAY, 1975).
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FIGURA 6. Pulm&o suino com areas de consolidacdo nos
lobos apicais e cardiaco.

1.5. Diagnéstico

O diagnoéstico presuntivo de influenza suina € zadb através da observacao
dos sinais clinicos dos animais e da analise dpsctss epidemiologicos (sindrome
respiratéria aguda, afetando uma grande proporgamidnais).

O diagnéstico definitivo da infeccdo pelo virusluehza em suinos deve ser
feito através de testes laboratoriais. A confirmada agente pode ser obtida pela
deteccdo direta do virus em amostras biolégicapeda deteccdo de anticorpos. No
segundo caso, € importante observar que, durafiseaaguda da doenca, os animais
S&80 soronegativos para a cepa causadora da infeccao

1.5.1. Isolamento Viral

O isolamento viral é uma das principais técnicasa pagndstico do virus

influenza, e pode ser realizado a partir de seorea8al, fluido oral ou tecido pulmonar
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(CHRISTOPHER-HENNINGS et al.,2012). Em fun¢&o da@yeriodo de duracdo da
doenca, o momento da coleta do material é fundahpata o sucesso do isolamento
viral, especialmente para suabes nasais, poisie gfta presente no muco nasal apenas
nos primeiros dias apos o inicio dos sinais cl®(@AN REETH et al., 2012).

O método padrdo para o isolamento do virus inflaena inoculacdo de ovos
embrionados de galinhas SPFSifecific Pathogen Freg@’com nove a onze dias. A
confirmacado da presenca do virus é feita atravéeste de hemaglutinacdo (HA). Em
geral sédo realizadas no maximo duas passagens, \pea minimizar a ocorréncia de
possiveis alteracdes genéticas e antigénicas lamldsoriginal (SCHILD et al., 1983).
Por se tratar de uma técnica bastante trabalhada, fei sendo substituida pelo
isolamento viral em cultivo de células MDCKMéadin-Darby Canine Kidney”)
(CLAVIJO et al., 2002). Para a realizacao destait@c as amostras sdo inoculadas em
cultura de células suscetiveis, que sdo suplementzamn tripsina e mantidas em meio
sem soro. Como o efeito citopético induzido petowinfluenza muitas vezes é dificil
de ser visualizado, a confirmacdo da presenca s vio cultivo celular € realizada
através de testes como a imunofluorescéncia, inmmgodémica (ICC), HA ou ainda a
PCR (VINCENT et al., 1997, FOUCHIER et al., 2000).

O isolamento viral € um método muito sensivel paraetec¢cdo do virus
influenza. Além disso, disponibiliza o isolado Vig@ara outras analises, como o
sequenciamento completo ou parcial do genoma, kdanpara a producéo de vacinas
(CHRISTOPHER-HENNINGS et al., 2012). Embora as leélue linhagem para o
isolamento viral sejam amplamente utilizadas peksibilidade de producéo de células
em grande escala e pela alta homogeneidade dasasdsiBRRARI et al., 2003;
LOMBARDO et al., 2012), os ovos SPF ainda sdo muitiizados para o isolamento
do virus influenza, por permitirem a replicacaaiefite de certas amostras de virus,
induzindo titulos virais maiores (HUSSAIN et al.01®). Além disso, 0S 0vOS
embrionados ainda s&o utilizados para 100% da p&dwanual de vacinas para
influenza em humanos (GERDIL et al., 2003)

1.5.2. Testes para deteccdo de &cidos nucléicos
Os testes moleculares mais utilizados para o dsgoode influenza A séo:

PCR de transcricao reversa (RT-PCR) convenciorRT€4°CR em tempo real. Estas

técnicas detectam o genoma viral em amostras decéecnasal, fluido oral ou tecido



36

pulmonar, indicando infeccdo recente pelo viruslugriza A (ZANELLA &
BRENTANO, 2012). Em suinos experimentalmente iféos pelo virus influenza, a
deteccdo do acido nucleico viral por RT-PCR podefaiga até 11 dias pos-infeccéo
(LANGE et al., 2009). O principal gene alvo paratestes moleculares de triagem é o
gene que codifica a proteina da matk®) o virus influenza A, devido ao alto nivel de
conservacgao deste gene entre diferentes amostvasid€FOUCHIERet al., 2000).

A RT-PCR em tempo real é uma técnica mais rapida guRT-PCR
convencional e, além disso, ainda permite a queat#io da carga viral nhas amostras
(CHRISTOPHER-HENNINGS et al., 2012). A RT-PCR emp® real também pode
ser padronizada para deteccao dos subtipos vi@iso no caso do virus influenza A
(HIN1)pdmO09, no qual a RT-PCR em tempo real foedeslvida visando a deteccao
do gene M do virus pandémico, que € diferente ae ¢¢ dos virus influenza que ja
circulavam em suinos (LORUSSO et al., 2011). Otétcaica disponivel € a RT-PCR
multiplex que se baseia na amplificacdo simultdnea de deatem fragmento génico.
Este método também permite a subtipagem do virfisenza A como base nas
proteinas HA e NA (CHOI et al., 2002).

1.7.3. Testes sorologicos

As amostras utilizadas para o diagnostico sorotddee infecgbes pelo swlAV
incluem fluidos orais e 0 soro sanguineo. Os tegied0gicos baseiam-se na deteccao
de anticorpos especificos contra o virus. Os aposy) predominantemente IgG, em
suinos infectados pelo virus influenza tornam-geati@veis a partir dos sete dias pés-
infec¢@o, com pico de producédo entre 2-3 semanssnfeccdo (VAN REETH et al.,
2012).

Basicamente, existem dois tipos de testes sora$guisponiveis para a
deteccdo de anticorpos contra o virus influenzéeste do tipo ELISAdnzyme-linked
immunosorbent asspyndireto e o teste de inibicdo da hemaglutina@#ip. Os testes
de ELISA disponiveis comercialmente no Brasil idfe@m anticorpos contra a
proteina NP do virus influenza A, tanto em amostiassoro como em amostras de
fluido oral e apresenta boa sensibilidade, poréméidapaz de diferenciar os subtipos
virais (CIACCI-ZANELLA et al., 2010).

Para o teste de HI séo utilizadas amostras dessno. Este teste baseia-se na

capacidade do virus influenza de ligar-se a recept@specificos, presentes na
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superficie das hemacias, provocando a hemaglutinddéliza-se como virus de
referéncia os subtipos virais mais prevalentes et@rchinada regido ou Pais. (FLORES
et al.,, 2007; DETMER et al., 2012). Por exemplo,Brasil os subtipos de influenza
encontrados em suinos sdo H1N1, H3N2 (BRENTANO let 2002), H1N2
(SCHAEFER et al., 2012) e A(HIN1)pdmO09 (SCHAEFERakt 2011), sendo todos
esses subtipos utilizados como virus de referéncideste de HI. Para identificar
infeccdo recente de influenza em um rebanho, ass stevem ser coletados durante a
fase aguda da infeccao e apos 3 ou 4 semanas (\EEN'R et al., 2012). O objetivo da
coleta pareada de soro é identificar soroconvemdseja, um aumento no titulo de
anticorpos de pelo menos quatro vezes (JANKE, 20Q@ando os suinos séo
vacinados, a interpretacdo torna-se mais complexaa vez que estas técnicas
mencionadas acima néo sdo capazes de diferentiaorpns vacinais de anticorpos
induzidos pela infec¢ao natural.

Para a realizacdo da técnica de HI, o tratamentsado € de fundamental
importancia. Em 1947, Francis (1947) descreveu pelaeira vez a presenca de
inibidores inespecificos da hemaglutinacao parauws\vnfluenza em soros de humanos
e animais. Existem trés categorias de inibidorespacificos que foram identificados:
os alpha inibidores; beta inibidores e gamma inibidores. Sendo que ogamma
inibidores sdo termoresistentes, possuem atividdgralizante e estdo presentes em
grande quantidade nos soros de suinos, equinodaaso(RYAN-POIRIER et al.,
1991). Estes inibidores agem competindo pelosssitéoligacdo dos receptores virais. A
ligacdo ocorre através da ligagdo da hemaglutivirgh com residuos de &cido sialico
presentes nas moléculas de inibidores inespecikcdssta forma impede a ligacdo dos
eritrécitos com as particulas virais, gerando falgositivos ou aumentando o titulo de
anticorpos. (PRITCHETT & PAULSON, 1989). Vérias né&ms séo utilizadas para
eliminar os inibidores inespecificos do soro, i o tratamento térmico; Kaolin e
adsorcdo com eritrocitos; periodato de tripsina) (6B RDE Receptor-Destroying
Enzymé de Vibrio cholerae (SUBBARAO et al.,1992). Embaligersos tratamentos
tenham sido utilizados, o tratamento com RDE temmsstrado o mais eficiente
(BOLIAR et al., 2006).
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1.7.4. Histopatologia e imuno-histoquimica

Para a histopatologia e imuno-histoquimica, o teaithis adequado para a
coleta de amostras para exame é o pulmdo. Comoes¥esl observadas na
histopatologia sdo caracteristicas, mas nao coatiimias da infeccdo pelo virus
influenza, utiliza-se a técnica de imuno-histoqamipara demonstrar antigenos
especificos, nesse caso, proteinas virais, asssciean as lesdes caracteristicas do
pulm&o. Como o virus replica no epitélio respiratdutilizam-se anticorpos especificos
para deteccdo dos antigenos virais nas céluladiajgitdos bronquiolos e brénquios, e
em menor escala, nos pneumdacitos tipo |l dos seweslares (GAUGER et al., 2012).
O resultado positivo geralmente esta associadeeadguda da doenca, ou seja, até 5-7
dias pos-infeccdo (WEINGARTL et al., 2010; GAUGER &., 2012), embora a
marcacao de poucas células infectadas podem servabas até 13 dias pds-infeccao
(WEINGARTL et al., 2010).

1.8. Controle e prevencéo

O controle da influenza suina é basicamente baseado medidas de
biosseguranca e no uso de vacinas. Medidas denbigiara os trabalhadores rurais,
visitantes e veterinarios, podem ajudar a reduzicleances de introducdo de novas
cepas do virus influenza ou dificultar a disseméisado virus dentro da granja. O
sistema de manej@ll in/all out”, acompanhado de medidas de desinfeccéo e limpeza
das instalacdes, muitas vezes auxilia na elimindoaadrus na propriedade (LEE et al.,
2007; TORREMORELL et al., 2009). Outra medida dende valia para impedir a
introducdo de novos virus influenza em rebanha®osug a vacinacao dos trabalhadores
envolvidos na producdo dos suinos. Esta medida pbriante para minimizar a
transmissao do virus entre espécies, especialrderftamanos para suinos, diminuindo
assim a geracao de novos virus recombinantes, srugizes com potencial zoonético
(GRAY et al., 2007).

Nos Estados Unidos e Europa, a vacinacdo de sweimusa swlAV € uma
pratica comum e utilizada ha bastante tempo. Bsasas sdo inativadas e estao
disponiveis para os subtipos virais HIN1, H1IN2, B3& A(HIN1)pdm09 e tem

auxiliado no controle da influenza suina nos pafsesfazem uso delas (VINCENT et
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al., 2010). No Brasil, até recentemente, ndo exigéicina licenciada para uso em
suinos. No final de 2014, uma vacina inativada, termio apenas 0 virus

A(H1IN1)pdmO9 foi liberada para imunizacédo de suimo®8rasil.

1.8.1. Vacinas inativadas

As vacinas inativadas sdo produzidas em ovos emddas ou em cultivo de
células e sdo formuladas com a particula viral detape adjuvantes (na maioria das
vezes oleoso). Varios relatos na literatura mostga 0 uso das vacinas inativadas
contra o swlAV podem trazer beneficios relaciona@@minuicdo da excrecao viral,
dos sinais clinicos e dos gastos causados pelecé@deviral e infeccbes concomitantes
(HEINEM et al., 2001; KITIKROONet al., 2006; VINCHNt al., 2010; VAN REETH
& MA, 2013). Infelizmente, a atualizagdo das vasim@merciais ndo acompanha as
rapidas mudangas que ocorrem no genoma dos vituerina. Desta forma, mudancgas
antigénicas nas cepas circulantes de swlAV diminueasticamente a eficacia das
vacinas utilizadas, uma vez que néo existe umaimiacado cruzada entre os diferentes
subtipos virais. Sendo assim, é de grande impodadacconstante atualizacdo e o
conhecimento dos subtipos virais circulantes ena aadgido (VAN REETH & MA,
2013).

1.8.2. Vacinas autogenas

As vacinas autdgenas sdo preparadas a partir dstrasiale virus de campo
isoladas de granjas com doenca clinica, e, nornménedo inativadas e adjuvadas. O
uso de vacinas autdgenas tem aumentado uma veogjdabricantes de vacinas
comerciais encontram uma grande dificuldade emliztwmaos subtipos de virus para
incluir na formulacdo destes imunobioldgicos (VINCEet al., 2008). No entanto, o
uso de vacinas autdgenas soO € permitido com o asdmmento direto de um meédico

veterinario e a eficacia destas vacinas nao temasidliada (VINCENT et al., 2008).
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

» Aumentar o conhecimento acerca da circulacdo des\da influenza suina no
sul do Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

» Avaliar aspectos clinicos, patoldgicos e virologiodurante a ocorréncia de
surtos de influenza em granjas de suinos no Rindgrdo Sul;

» Classificar os subtipos de virus influenza envasidos surtos estudados;

» Fazer uma caracterizagdo genética detalhada, stidwésequenciamento do

genoma completo dos virus Influenza A identificadas granjas analisadas.
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IMPACTS

- Swine have been proposed to serve as intermetfiaténg-vessel’ hosts for the
evolution of novel reassortant viruses becauséaif tapacity to be infected with both
avian and human influenza viruses, which can exghagenome segments, generating
new viruses with pandemic potential.

- The circulation of novel variants of swine infma A viruses in pigs and the
possibility of introduction of such viruses into rhans, highlight the importance of
keeping a vigorous epidemiological vigilance orluahza in pigs.

- Determine the diversity of swine influenza A \8as circulating in pig population is

important for both, human and animal health.
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SUMMARY

Despite the putative endemic status of swine imthaeA virus (SwlAV) infections, data
on the occurrence of swine influenza outbreakssaesce in Brazil. The aim of this
study was to detect and subtype swlAVs from sixboedaks of porcine respiratory
disease complex (PRDC) in Southern Brazil. Nasabsnvwere collected from 66
piglets with signs of respiratory disease in sirdselLung tissue samples were collected
from six necropsied animals. Virus detection waggemed by PCR screening and
confirmed by virus isolation and hemagglutinatidghAj. Influenza A subtyping was
performed by a Real-Time Reverse Transcriptase RER-PCR) to detect the
A(HIN1)pdmO09; other swlAV subtypes were determiryd multiplex RT-PCR. In
lung tissues, the major bacterial and viral patihnsgessociated with PRD@4dsteurella
multocida, = Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillupleuropneumoniae,
Haemophilus parasuiand PCV2) were investigated. In some affected pigs, clinico-
pathological evaluation was conducted. Influenzevals detected by screening PCR in
46/66 swab samples and from 5/6 lungs. Virus wasvered from pigs of the six herds.
Subtype A(H1N1)pdmO09 was detected in 4/6 herdsHid2 in the other 2/6 herds. In
lung tissues, further agents involved in PRDC wagtected in all case®asteurella
multocida was identified in 5/6 samples arddycoplasma hyopneumoniaa 3/6.
Actinobacillus pleuropneumonia@/6), Haemophilus parasui¢l/6) and PCV2 (1/6)
were also detected’hese findings indicate that subtypes A(H1N1)pdrna@8 H1N2
were present in pigs in Southern Brazil and wese@ated with PRDC outbreaks.

Keywords: Influenza A virus, A(H1IN1)pdm09, HI1N2, swine,sp&ratory disease
outbreaks.



44

1. Introduction

Respiratory diseases in pigs are a major healtltezanin swine production
(Opriessnig et al., 2011). One of the agents otiper respiratory disease that are
particularly relevant is influenza virus, not omlye to its capacity to cause disease Iin
pigs but also due to its zoonotic potential (Virtcenhal., 2008)In pigs, the first clinical
description of swine influenza A (swlAV) dates t618B, coinciding with the human
influenza pandemic known as Spanish flu (Koen, 19%thce then, swlAV have often
been associated with the “porcine respiratory disemmplex” (PRDC), where swiAV
may act synergistically with other pathogens sushMgcoplasma hyopneumoniae
Actinobacillus pleuropneumoniaePasteurella multocida Haemophilus parasujs
porcine reproductive and respiratory syndrome v(RRBRSV) and porcine circovirus
type 2 (PCV2) (Vincent et al., 2008).

Swine influenza viruses are members of the farikhomyxoviridae,genus
Influenzavirus AVirions contain eight segments of single stranB®tA of negative
sense (Palese et al., 2007). Currently, three maltypes of swlAVs (H1N1, HIN2
and H3N2) with different lineages are circulatimgthe swine population throughout
the world (Morenoet al., 2012)However, the distribution of swlAV subtypes is in
constant evolution; the A(HLIN1)pdmO09 has been tedl&rom pigs in several countries
(Moreno et al., 2010; Forgieet al, 2011; Schaefer et al., 2011). Furthermore,
identification of reassortant viruses involving tipandemic A(H1N1)pdm09 and
endemic viruses lineages have been frequently tegh@Ducatezt al., 2011; Moreno et
al., 2012; Schmidet al, 2014). Therefore, the evolutionary dynamics olW/$Aare
complex and determined by their multi-host ecologyal structure, and segmented
genome which allows genetic reassortment betweéereht viruses (Nelson and

Vincent, 2015).
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In Brazil, coinciding with the 2009 influenza panges in humans, outbreaks
of acute respiratory infections in pigs were repdrtin which the subtype
A(HIN1)pdmO09 was identified (Schaefer et al., 20Rajaoet al, 2013).The genome
of this virus contains six gene segmemB82 PB1, PA HA, NP andNS descending
from the triple-reassortant swlAV of the North Antan swine lineage, plus two gene
segmentsNl andNA) derived from a Eurasian lineage of swine inflzeeiiDawoodet
al., 2009). Recently, a human-like HLIN2 was idésdifin Brazil in which theHA and
NA genes clustered with influenza viruses of humaedges, whereas the internal genes
(PB1, PB2 PA, NP, M, andNS§ clustered with the subtype A(HLN1)pdmQ9 (Schneidt
al., 2014; Schaefest al, 2015). Apart from this information, data on swiA¥fections
and swlAV variability in Brazil are still scarce.

Pigs may act as “mixing vessels” for the generatdnreassortant viruses,
eventually capable of infecting humans (Scholtissdl©95). Thus, influenza
surveillance on that species is essential to mowmitwses circulating at the human—
animal interface. With this aim, the present studg conducted in search for influenza
viruses in six outbreaks of porcine respiratoryedse occurring in a region with
intensive pig production in Southern Brazil. In dith, the major bacterial and viral
pathogens, usually associated with PRDC were imgadstl for in order to provide an
insight on the occurrence of possible co-infectiamghe examined herds. Clinico-
pathological evaluation was also conducted in dnine affected piglets from each of

the farms sampled.
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2. Materials and Methods

2.1 Animals and sample collection

This study was approved by the Ethics Committedoimal Use (CEUA-IPVDF)
under protocol number 04/2013. All protocols useeé @& accordance with the
requirements of ethics and animal welfare propdsethe Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA, Law 6638 of May 8, 1979).

Sample collection was carried out in middle Autuwiimter months. Six swine
producing herds linked to a cooperative locatetth@ncentro-oriental meso-region of the
state of Rio Grande do Sul (Vale do Taquari) weskeded. Samples were collected
from 1-5 week old piglets during outbreaks of resjory disease in four “farrow-to-
wean”, as well as two feeder pig production systemghe “farrow-to-wean” system,
the gilts were raised on the same farm, while i@ theder pig production system,
piglets were bought from other farmers. Sampledhéahad no clear epidemiological
link and owners reported occurrence of repeatedsbhafPRDC.

None of the farms had previous swlAV vaccinatiostdry. Clinical data were
obtained from herd owners and veterinarians. Eler@mals were sampled per farms,
based on an estimated 50% prevalence of swineemdl, with a 95% confidence
interval (Thrusfield, 2007). Nasal swabs were aéld from 66 piglets displaying signs
of acute respiratory disease (cough, sneezingjra¢syy distress and hyperthermia).
Nasal swabbing was performed using sterile syrdtsstabs, which were then placed in
viral transport medium - Minimal Essential MediuGilfco), supplemented with 2%
antibiotic and antimycotic solution (10,000 units/mpenicillin, 10,000 ug/ml
streptomycin and 25 ug/ml Fungizone® - Gibco) arftd bovine serum albumin

(Sigma-Aldrich) -. The swabs were kept frozen (@80 until further processing.
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In each of the farms, one piglet considered reptesige of the signs displayed by
affected animals was euthanased following recomeerethics and animal welfare
procedures (Rivera et al., 2012). Six lung tissara@es (from six different herds) were
collected and kept under refrigeration for furtbeocessing. Half of each lung samples

were fixed in 10% buffered formalin for histopatbgic examinations.

2.2. Cells

The Madin Darby Canine Kidney-L cell lineage (MDAK-(Jin et al, 1996)
were cultivated in MEM (Minimum Essential Medium-ib@o), supplemented with
antibiotics (penicillin 100 1U/ml; streptomycin 100y/ml; Gibco), 1% L-glutamine
(Life Technologies) and 5% fetal bovine serum (@jpocCell multiplication procedures

were performed as following standard proceduresstiitey, 2005).

2.3. Nucleic acid extraction and reverse transaapt

Total RNA was extracted from nasal swabs and lusgués as follows. Nasal
swabs were squeezed in 1ml of virus transport nmediwng tissue homogenates were
prepared to 10% (w/v) in the same medium. Five heshanicroliters of each of these
suspensions were subjected to RNA extraction wigiZDL® (Life Technologies),
according to manufacturer’s instructions. Ten nlitecs of the RNA obtained were
submitted to reverse transcription with the higpamaty cDNA Reverse Transcription
Kit (Life Technologies) following manufacturers’structions. The primer used in such
reactions (Unil2: 5-AGCAAAAGCAGG-3’) consisted ofan oligonucleotide
complementary to the conserved 12 nucleotides @f3thend of the eight viral RNA
segments (Hoffmanet al, 2001).

Lung tissue samples were further submitted to DNdraetions using the

PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Life Technologies),according to the
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manufacturers specifications. The DNA extracted wsed in searches for bacterial or

viral nucleic acid

2.4. Influenza A screening by PCR

The cDNA synthesized was submitted to amplificatigna screening PCR to
detect all influenza A genomes. The primer pair 8- CTT CTAACC GAG GTC
GAA ACG -3') and M253R (5- AGG GCA TTT TGG ACA AAG CGT CTA -3)),
which targets a fragment of 244 bp of the gene @ingothe matrix (M) protein, was
used (Fouchieret al., 2000). Samples found to contain swlAV geasnmwere

subsequently subjected to additional PCRs for gulgyand virus isolation attempts.

2.5. Influenza A subtyping

From each of the sampled herds, one sample comgailAY genomes at
screening (five samples from lungs and one fromasahswab) were selected and
submitted to additional PCR assays for influenzasubtyping. Subtyping aiming
detection of A(HIN1)pdmO09 was performed in a setthoée independent real-time
reverse transcription PCRs (rRT-PCR) with the fwlligg targets: i) influenza A (InfA)
matrix (M) gene; ii) swine influenza (SwiInfA)NP gene; and iii)) pandemic
A(H1IN1)pdmO09 virus $wH1)targeting the HA gene (Shat al, 2011). Samples which
resulted negative at A(HLIN1)pdmQ9 amplificationeatpts were tested in two
additional multiplex RT-PCRs designed to differaltyi amplify segments of thelA
(H1 or H3) and NA (N1 or N2 genes of swlAV(Choiet al.,, 2002). The PCR
products were visualized by electrophoresis indfarose gels stained with ethydium

bromide
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2.6. Virus isolation

Swab eluates or lung tissue homogenates were meculonto confluent
MDCK-L cells in 12-well cell culture plates and l&t adsorb at 37°C in a 5% GO
atmosphere for 60 min. The inoculum was then remicared replaced by 1mL of
serum-free MEM (SFM) supplemented withg2ml TPCK (tolylsulfonyl phenylalanyl
chloromethyl ketone) treated trypsin (Sigma-Aldjicnd antibiotic/antimycotic
solution (penicillin 100 units/mL, streptomycin 1Q@/mL, anfotericin B 0,25 pg/mL).
The plates were incubated at®@7for 72 hours and checked daily for cytopathi@etff
(CPE). After 3 days incubation, the supernatantseweollected and tested for
hemagglutination (HA) activity with 0.5% turkey rédbod cell (RBC) suspensions as
previously described (WHO, 2002). Samples negatiudA were again inoculated onto
fresh MDCK-L cells and the procedures repeatedoutniiee passages. After the thirth

passage, samples without CPE and HA activity wensidered negative for IAV.

2.7. Detection of pathogens associated with PRDE0®R

The six lung tissue samples were submitted to Pi@Rsarch for the following
pathogens: Mycoplasma hyopneumoniaePasteurella multocida Actinobacillus
pleuropneumonigédHaemophilus parasuiand porcine circovirus type 2 (PCV2).

Detection ofMycoplasma hyopneumonia&as performed as reported previously
(Stakenborget al, 2006), targeting a 1000 bp fragment of the 168lADgene. For
Pasteurella multocidaa PCR targeting a fragment of 460 bp of the gekdE 1 was
used (Townsencet al, 2001). Detection ofActinobacillus pleuropneumoniawas
performed by multiplex PCR using a primer set tangeall the genes encoding the
APX toxins in different serotypes &ctinobacillus pleuropneumonig@®ayamajhi et

al., 2005) Detection ofHaemophilus parasuiwas based on the amplification of a 821
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bp fragment of thet6Sgene (Oliveiraet al, 2001). For PCV2 detection, a PCR was

carried out using primers previously described @ex al, 2010).

3. Results

3.1.Influenza A detection by PCR

A summary of the findings on swlAV detection in tphglets sampled in the
present study is presented on Table 1. Positivdtseat the screening PCR on 46 out of
the 66 swab eluates confirmed the presence ofvth&\sgenomes in all six farms. In
lung tissue samples, 5 out of the 6 lungs were daoncontain swlAV genomes. Five

lung samples and one nasal swab sample were skfect®wIAV subtyping.

3.2.Influenza A subtyping

Subtyping of the viruses recovered from the sixdbexampled are presented on
Table 2. Four out of the six samples were subtygsed(H1N1)pdm09, whereas the two
other samples were subtyped as H1IN2. One samplelldf2 subtype was fully
sequenced; the sequence was published elsewhdmifBet al., 2014). Analyses of
the eight segments revealed that i andNA genes clustered with human influenza
viruses (H16 cluster and N2), whereas the internal geir81(PB2 PA, NP, M, and

NS) clustered along with subtype A(H1N1)pdmO9 (Scitret al., 2014).

3.3. Virus isolation

All lungs and nasal swab samples in which swlIAV@uaas were detected were
inoculated in MDCK-L cells. Infectious virus wascovered in 37 out of 46 swabs. In
lungs, infectious virus was recovered from 5/5ugssamples (Table 1). In all isolation

attempts, virus was detected at the first pasdafected cells displayed a cytopathic
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effect (CPE) characterized by formation of plagaed quick dettachment of cells from
the surface of the flask at around 24-48 hours pdsttion. The supernatants from

infected cultures were assayed by HA (Table 1).

3.4. Detection of co-infecting agents

Lung tissues were also tested in search for tekieddentification of co-
infecting pathogens (Table 2). All of those contginat least one of the pathogens
frequently associated to PRD@asteurella multocidavas identified in 5/6 samples;
Mycoplasma hyopneumoniaén 3/6; Actinobacillus pleuropneumoniaen 1/6;

Haemophilus parasuig 1/6and PCV2 in 1/6

3.5. Clinical findings, macroscopic and microscolgsions

Clinical signs more frequently detected were hyparnia (which often reached
41° C), respiratory distress, coughing, sneezingjunctivitis and nasal discharge. An
adittional sign reported by farm owners was de@éa®od intake and consequent
reduction in expected growth rates. Furthermorglefs co-infected with swlAV and
Mycoplasma hyopneumoniagisplayed slightlymore severe clinical signs such as
coughing, sneezing and difficult breathing.

Necropsy of the six animals revealed macroscopsioihs characterized by
purple-red cranioventral consolidation of lung uiss, absence of pulmonary collapse
due to interstitial pneumonia and foamy exudatdbenair passages in 5 out of 6 piglets
(Figure 1, 2 and 3). Fibrinous pleuritis and pléwdhesions to the chest wall were
observed in one piglet.

Microscopic lesions were observed predominanthpnonchi, bronchioles, and

alveoli, characterized by necrotizing bronchiolitts bronchointerstitial pneumonia.
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Inflammatory exudate with predominance of neutrlsplaind desquamated necrotic
epithelial cells were present in the airway lumesnsing obliterative bronchiolitis in 5
out of 6 piglets (Figure 4). Infiltration of lymphgtes was present in the alveolar walls,
primarily around the blood vessels (4 out of 6 ¢ig), characteristic of interstitial
pneumonia. One of the animals presented only mtelereerstitial pneumonia, without
characteristic influenza lesions such as brondiso{Piglet 6). One of the necropsied
animals also showed moderate amount of eosinophiaterial associated with

histiocytes and lymphocyte infiltrates in the lyslgura.

4. Discussion

This study reports the detection and subtypingvaiA¥/s identified in six swine
farms with ongoing outbreaks of respiratory diseasé&outhern Brazil. Aspects of
the clinicatpathological features of influenza infection and concurrent pgéns
associated with PRDC were also examined.

Since 2009, the genetic diversity of IAVs in swipepulations has expanded
globally, generating additional pandemic threatshsas the novel variant H3N2v
SWIAV that infected humans in the United Statesirdp2011-2013 (Epperson et al.,
2013). In Brazil, swlAVs infections have been rdapdr however, only few isolates
were subtyped (Rajao et al., 2013; Schmidt ekall4; Schaefer et al., 2015). Among
these, the pandemic A(H1N1)pdmO09 has been idetifed appears to be circulating
in Brazilian swine population since 2009 (Schaefeal., 2011; Rajao et al., 2013). In
addition, a novel human-like HIN2 influenza virussulting from the reassortment of
the A(HIN1)pdmO9 virus with human-like swlAVs, waketected in 2011 in an
outbreak of acute respiratory disease in nursajietsi in Parana State, Brazil (Schaefer

et al., 2015).
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The results obtained here confirmed the concurcgntilation of the subtypes
A(HIN1)pdm09 and HIN2 in swine population in South&razil during 2013 and
2014. The subtype A(H1N1)pdmO09 was identified iarfout of the six herds sampled.
In the other two herds, swlAV subtype H1IN2 was cket@. Interestingly, at the time of
collection of the samples in this study (2013-201H¢ incidence of A(H1N1)pdmO09 in
humans was in decline, as it has been since th@ g@&ddemics, though still circulating
(Secretaria de Vigilancia em Saude, 2013). Likewigeremains in the swine
population, although it was not possible to detesmwhether such circulation was
associated to separate introductions of the vis fiumans into the holdings or due to
enzootic circulation of the virus. As regards spletyH1IN2, there is no evidence
indicating the circulation of this subtype in huraan Brazil. The circulation of such
subtypes in swine and the possibility of introdotiof such viruses into humans,
stresses the importance of keeping a vigorous epadegical vigilance on influenza in
pigs. It is worth highlighting the possible riskat circulation of IAV in swine
represents to humans, especially for workers wieoeanployed at commercial swine
farms. In this sense, is very important that adwcal workers receive the seasonal
influenza vaccine annually (Gray & Kayali, 2009)roféct workers can not only
safeguard their health but also safeguard the sixeng health.

Recovery of swlAVs in cell cultures may be relalydifficult and it is directly
related on the time of sampling. Sample collectiogeds to be based on the
differentiation of acutely infected pigs producigrge amounts of viruses from
subacute pigs producing little or no virus. Inflaanvirus titer peaks at 48 h post
infection and there is little virus shed 6-8 dayrainfection (Kothalawaleet al.,
2006).In this study all samples were collected during doate phase of infection and

swlAV can be recovered in MDCK-L cells in all 6 ted herds.
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Regarding co-infections with other ager®asteurella multocidavas the main
pathogen associated to swlAV infection, since iswdentified in 5 out of the 6 lungs
tested, followed in frequency byycoplasma hyopneumonigewhich was detected in
3/6 lung samples. These findings were expectedesiasteurella multocidaand
Mycoplasma hyopneumoniaee recognized as major pathogens associated WIEfCP
(Choi et al.,2003) Previous reports demonstrated that pigs infectetd swlAV and
Mycoplasma hyopneumoniaxhibited more severe clinical disease (Thadkesal.,
2001). In this study, piglets co-infected with swlAand Mycoplasma hyopneumoniae
displayed more intense clinical signs such as cogglsneezing and difficult breathing
when compared to animals where Rtycoplasma hyopneumoniae-infection were
detected.

The disease caused by influenza viruses in pigenteles flu episodes in
humans, in that, usually, high morbidity, low mditiaand fast recovery are the rule. In
this study, swlAV infections were manifested astacespiratory disease characterized
by high morbidity, fever, decreased food intakespmatory distress, coughing,
sneezing, conjunctivitis and nasal discharge. Tigh morbidity observed in affected
herds may lead to considerable production lossdaniation of the reduction in food
intake and weight gain (Fouchiet al, 2003).

Macroscopic lesions detected in necropsied pigleese similar to those
reported previously (Vincent et al., 2008, Sretaal., 2009). In the piglets necropsied
here, lungs had purple-red, multifocal to coalegciareas of consolidation,
predominantly in the cranio-ventral portions of thag. Microscopically, the necrosis
of bronchiolar epithelial cells and sloughing oésk cells into airway lumen were the
most relevant and most commonly observed microscopanges. In addition to the

typical influenza lesions, one of the animals pnéseé pleural adhesions to the chest
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wall and a moderate amount of eosinophilic mateasgdociated with histiocytes and
lymphocytes infiltrate on the pleura. It is likdlyat these lesions were due to secondary
bacterial infections, since this animal was aldedted withPasteurella multocida.

In summary, this study evidenced that subtypes INHpdm09 and H1N2
were, at time of sampling, circulating in pigs inughern Brazil and were involved in
the PRDC outbreaks reported here. These findingshasize the need for continued
surveillance and swlAVs subtyping to better underdtthe evolutionary mechanisms

that increase swlAV diversity in order to safegulaoth, human and animal health.
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Table 1 Detection of swine influenza virus in nasal se/@f=66) and lung tissues (n= 6) from
piglets from six farms sampled.

Influenza A PCR Virus Isolation HA* titer (range)
Herd n°® Nasal Swabs Lung Nasal Swabs Lung Nagab$ Lung
1 8/11 1/1 8/8 1/1 8-256 16
2 7/11 1/1 6/7 1/1 32-256 32
3 6/11 11 6/6 11 4-32 128
4 7/11 1/1 6/7 1/1 8-32 32
5 10/11 1/1 6/10 1/1 4-128 64
6 8/11 0/1 5/8 - 32-128 -
Total 46/66 5/6 37/46 5/5

* Hemagglutination assay
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Table 2. Subtyping of swine influenza virus in lung or nasalab samples and detection of
co-infecting agents in lung samples from piglespliiying signs of respiratory disease.

SWIAV subtype M.Hyo®  P.Multocidd  Apg Hps  PCVZ

Sample

Piglet 1 H1N2 + + - - -
Piglet 2 H1N2 - + - - -
Piglet 3  A(H1N1)pdmO09 - + - - -
Piglet4  A(H1N21)pdmO09 + + + - -
Piglet5 A(H1N1)pdmO09 + + - - +
Piglet 6 A(H1N1)pdmO09 - - - + -

aMycoplasma hyopneumonia@®asteurella multocida®Actinobacillus pleuropneumonia&iaemophilus
parasuis;°Porcine circovirus type 2
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Figure 1. Swine lungs displaying mostly non-collapsed lobéh w
consolidation areas in the apical and diaphragnhaties

Figure 2. Swine lung showing purple-red consolidation area
in the apical lobe and anterior portion of the Higmatic
lobe.
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Figura 4. Microscopy of swine lung tissue showing neutrophilic
inflammatory infiltrate within bronchioles (arrow) (H&E, 20x)
and neutrophilic inflammatory infiltrate within alveoli (arrow
head) (H&E, 20x).
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ABSTRACT

In this study, the full-genome of a reassortanNRIBwine influenza virus is reported.
The isolate has the hemagglutinin (HA) and neuratase (NA) genes from human
lineage (H16 cluster and N2) and the internal genes (PB1, PB2 NP, M and NS) are
derived from human H1N1pdmO9.
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GENOME ANNOUNCEMENT

Influenza A viruses are important human and anpagihogens with high impact
on public and animal health. Swine influenza vieug8IVs) of HIN1, HIN2, and
H3N2 subtypes remain endemic in swine populatioosldwide (). These contain
eight RNA segments, of which the hemagglutiriA) and neuraminidaséNf) genes
define the subtype. In case of a mixed infectiontvg viral strains within a cell, the
exchange of gene segments may lead to the generdt® new reassortant virus. Due
to this phenomenon, the origin of such viruseswalf as its genetic and antigenic
characteristics, may vary in different geograpkigions 2, 3).

Although SIV infections have already been detedateswine in Brazil, in most
cases these viruses have not had their full gen@egeenced. Here, the complete
genome sequences of two SIV isolates are reporiée viruses were recovered from
lung tissues of piglets in an outbreak of respmattisease occurred in a certified pig
breeder producing farm in the state of Rio Gramul&udl, Brazil.

Virus isolation from lung tissues was performeddwing standard procedures
(4) in Madin-Darby canine kidney cells (MDCK). Theegence of virus was confirmed
with a reverse transcription PCR (RT-PCR) targethng matrix M) gene of influenza
A virus (5). Viral RNA was extracted from lung tissues usif@lzol reagent (Life
Technologies). Whole-genome sequences were gedelate RT-PCR using the
PathAmp™ FIuA Reagents (Life Technologies). Amplisowere purified with
Agencourt AMPure XP — PCR Purification (Beckman {Zen), followed by sequencing
in the MiSeq sequencing platform (lllumina). Thetadaverede novoassembled on
BaseSpace Cloud (lllumina) by the SPAdes GenomeerABker (version 3.0) and
analyzed by Geneious software (version 7.1.7).

Genetic analysis revealed that the two isolatesesh degree of 98.9 to 100%
identity at the nucleotide level. The viral genoaié\/swine/Brazil/G2-P1/2013(H1N2)
and A/swine/Brazil/G2-P2/2013(H1N2), consists o$iBgle-stranded RNA segments:
polymerase basic 2 (PB2), polymerase basic 1 (PRt} polymerase (PA),
hemagglutinin (HA), nucleoprotein (NP), neuramisida(NA), matrix (M), and
nonstructural protein (NS), with corresponding eotide lengths of 2,308, 2,341,
2,175, 1,746, 1,565, 1,465, 1,027, and 890. Encadied proteins and amino acid
lengths include PB2 (759), PB1 (757), PB1-F2 (#4,(705), PA-X (241), HA (565),
NP (498), NA (469), M1 (252), M2 (97), NS1 (219daNS2 (121).
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The amantadine resistance marker S3&Nw@as observed in the M2 protein-
coding region in the two genomes. Additionally, ##1 gene encodes an infrequently
occurring truncated protein PB1-F2 of 91 aa. Phgtagic analyses reveal that tH&
andNA genes clustered with influenza viruses of humaeadge (H15 cluster and N2),
whereas the internal genePBl1, PB2, PA, NP, Mand NS clustered with the
A(HIN1)pdmO9.

These results highlight the importance of contiheerveillance of influenza A
viruses, since the virus can recombine with virdses different hosts, including pigs;

such events may give rise to reassortants withfgignt pathogenic potential.

Nucleotide sequence accession numbers The genome sequences of
A/swine/Brazil/G2-P1/2013(H1IN2) and A/swine/Bra@#-P2/2013(H1N2), are

deposited in GenBank under accession nos. KPO2ib&P027589 and KP027590
to KP027597, respectively.
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ABSTRACT

Influenza viruses are able to infect humans, swame, avian species. Swine are long
recognized as potential source for new influenzasés that might eventually infect
humans. A number of genetically diverse viruses areulating in swine herds
throughout the world and are a major concern femahand human helath. Human to
swine transmission, spatial migration via swine groents, and genomic reassortment
are the key evolutionary mechanisms that partieipatthe generation of such viral
diversity. Here, phylogenetic analyses were perémnon the complete genome
sequences of influenza viruses of the HIN1, H1M2, ld3N2 subtypes recovered from
swine herds in Southern Brazilian in 2013-2014.Tsvane human-like H1IN2 and
H3N2 viruses with HA and NA genes similar to hunsaéasonal strains and the internal
genes closely related to 2009 HIN1 pandemic virwgse characterized. In addition,
the circulation of the 2009 H1N1 pandemic virupigs in that period was evidenced.

Keywords: influenza A virus, subtypes, H1H2, H3N2, A(H1Ndjp09.
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1. Introduction

Influenza A viruses (IAVS) belong to the famil@rthomyxoviridag genus
Influenzavirus ASuch viruses are able to infect a wide range adragnd mammalian
species, including humans. The genome of IAVs mmused of eight single-stranded
(ss), negative-sense segments of RNA that encotkasit 12 viral proteins (1). Two
surface glycoproteins, the hemagglutinin (HA) an@unaminidase (NA), are
immunodominant antigens which have for long beesdus characterize the antigenic
diversity of IAV subtypes. In migratory birds, theservoir hosts for IAV, at least
sixteen antigenically distinct HA and nine NA suyieg have been reported (2) .In
addition, two new influenza A viruses H17N10 andBN11with previously unreported
subtypes and evolutionarily distinct from all oth@rculating strains, were recently
detected in bats (3, 4).

The evolutionary dynamics of IAVs is influenced lycomplex multi-host
ecology and by the propensity of viral genomesrtdaugo reassortment. The latter can
introduce phenotypic changes by allowing excharfggeoome segments between viral
strains co-infecting the same host. The type dicséeid bonds of pulmonary cells of a
particular host species may be determinant to pleeiss’ susceptibility to a particular
IAV strain. Humans have primariky2,6 sialic acid receptors, whereas avian recsptor
have an2,3 link (5). In this sense, the host is importeatause animals that can be
more easily co-infected may act as “mixing vesstlgjenerate novel influenza viruses.
Swine have both types of receptors in its pulmomguiyhelial cells and are examples of
potential “mixing vessels”, since the species maysbsceptible to influenza viruses of

both avian and human origin (6, 7).
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Currently, three main subtypes of influenza viruaes circulating in the swine
throughout the world: subtypes HIN1, H3N2 and H1(82 The reassortant 2009
pandemic HIN1 influenza virus - A(HIN1)pdmQ9 - wast detected in humans in
Mexico in early 2009 and quickly jumped to pigsailghout the world (9). This virus
has a complex genetic composition and had not pesviously detected in swine; its
genome comprises six genome segments originated fhe North American triple
reassortant swine virus (PB2, PB1, PA, HA, NP ar®) |nd two genome segments
from an Eurasian avian-like swine virus (NA and (D). Since the emergence of the
pandemic A(H1IN1)pdmO09 virus in 2009, the genetigedsity of IAVs in swine
populations (swlAVs) has been studied in greatptiddeading to a wide identification
of a variety of novel reassortant viruses bearimifferent combinations of gene
segments (8, 11-14).

In Brazil, although 1AV infections in pigs haveedn suspected since the late
1930s, the first 1AV isolation from pigs was omdgrformed in 1974 (15). Furthermore,
the low mortality and relatively short course oé ttiisease in swine, added to the fear
that notification of the infection might bring eamnical losses to farmers, led to a
situation where swlAV occurrence before 2009 wagdly ignored.

In a previous study conducted by our group, theuoence of swine influenza
outbreaks in association with the porcine respiyathsease complex was investigated
(16). The aim of this study was to perform a deepwlysis of the swlAV recovered
from those outbreaks and two additional outbreakeXxamining its complete genomes
sequences. On the occasion, three pandemic A(HUNID® viruses and five
reassortants bearing genes of pandemic A(H1N1)pdmnQ9 and of seasonal viruses of
human origin were detected, evidencing the co-tatmn of three distinct IAV

subtypes in pigs in Southern Brazil. This studgoatlemonstrates the circulation of
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reassortants from human origin in pigs, highligbtitne effect of reverse zoonotic
transmission of the pandemic A(H1N1)pdm09 and hurseasonal viruses on pig

population.

2. Methods

2.1. Ethics statement

This study was approved and carried out for in danpe with the Ethics
Committee on Animal Use of the Instituto de Pesagiigeterinarias Desidério Finamor

(CEUA-IPVDF) under protocol number 04/2013.

2.2. Samples

Sample collection was carried out in middle Autuviimter months of 2013 and
2014. A total of 8 lung samples were collected fréanaommercial swine producing
herds located in the centro-oriental meso-regiothefstate of Rio Grande do Sul (Vale
do Taquari). Samples were collected from pigs ffedgnt production phases (suckling,
nursery, and fattening) displaying typical clinicgigns of influenza infection (e.g.,
fever, labored abdominal breathing, and dyspndag.lling samples were transported in
virus transport media and submitted to the virolt@poratory for influenza A screening

and sequencing. None of the animals had previol&\swaccination history.

2.3. RNA Extraction and Reverse Transcription PCR

The initial diagnosis of influenza A infection wasstablished by reverse
transcription PCR. Therefore, total RNA was exeddrom 20 mg of lung tissue using
the RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) folling the manufacturers’

instructions. RNA extracted was submitted to sdregfor all influenza A subtypes by
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RT-PCR targeting the matrid) gene (17).

The RNA from all samples in which IAV has been itiiged at screening were
submitted to reverse transcription and completeogenamplification aiming the eight
influenza virus gene segments (hemagglutinin [HAjeuraminidase [NA],
nucleoprotein [NP], polymerase basic 1 [PB1] anfPB2], polymerase acidic [PA],
matrix [M], and nonstructural [NS]) by RT-PCR usitige PathAmp™ FIuA Reagents
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). The amptisavere visualized on 1%
agarose gel stained with ethidium bromide (0.5 Wgamder UV light. To avoid
contamination, different rooms were used to perf&NA extractions, to prepare the

reactions.

2.4. Library preparation and sequencing

Amplified products were purified using Agencourt AMreXP - PCR Purification
kit (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) according he tllumina’s sample preparation
guide. Purified amplicons were used in librariesparation using Nextera XT DNA
Library Preparation Kit (lllumina, San Diego, CA,SB), following manufacturer’s
instructions (lllumina Nextera XT guide). Librarie®re sequenced with paired-end 2 x
150 reads on a MiSeq System (lllumina, USA).

The reads wherele novoassembled on BaseSpace Cloud (lllumina) using the
SPAdes Genome Assembler (version 3.5). Resultingtig®o were compared to
sequences in the GenBank database using Blast28ot¢lremove no influenza
sequences. Analysis and classification of eachiémita viruses segment was carried out

using the Geneious software version 8.0.4 (Biomatted, Auckland, New Zealand).

2.5. Phylogenetic Analysis
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Nucleotide sequences of all gene segmePB2( PB1, PA, NP, MBndNSand for
H1, H3, N1and N2) were aligned with the ClustalW software (19). Hunaem swine
influenza virus sequences available in GenBank weleded in the analyses (20). For
the six internal genes segmer®B@, PB1, PA, NP, MARndNS, the dataset comprised
sequences of the A(HLN1)pdmOQ9 lineage, reportebadjpin swine during 2009-2015.
Another dataset comprised HRrazilian swlAVs sequenced for this study, depesit
Brazilian swlAVs sequences, classical swine virugquences, pandemic
A(HIN1)pdmO9 lineage and related human seasonabe®); H3 (Brazilian swlAVs
sequenced for this study, deposited Brazilian swdAsequences, related human
seasonal viruses and swine viruses); N1 (Braz#abhAVs sequenced for this study,
deposited Brazilian swlAVs sequences, classicahswirus sequences and pandemic
A(HIN1)pdmO9 lineage); N2 (Brazilian swlAVs sequedcfor this study, deposited
Brazilian swlAVs sequences, related human seaswimates and swine viruses).
Phylogenetic trees were generated by the neighidoing method using the MEGA
package version 6.0.6 (21) with 1,000 boogstraplications. Evolutionary distances
were estimated using the Kimura 2-parameter.

In order to investigate the variability of HA argigc sites in the pandemic
A(H1N1)pdmO09 viruses here recovered, a comparigamnono acid (aa) sequences of
the viral hemagglutinin subunit 1 (HA1) on antigesites Sa, Sb, Ca, and Cb (22, 23)
was performed. A reference strain [A/Mexico/41082@H1N1)] was compared with
the pandemic A(HLN1)pdmQ9 samples of this work &8v/Sw/G5, Sw/G7) and with
other six Brazilian swine A(H1N1)pdmO09 studied poesly that had the fully HA

sequenced.

3. Results
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3.1. Genetic diversity of swlAVs in Southern Brazil

Five reassortants and three pandemic viruses eagieg 3 subtypes of swiAV
were detected in the present study (Table 1). Wheleme sequence data were
obtained for seven viruses. Sequencing of one @fvituses, (Sw/G1) presented low
coverage for the®’A, PBland PB2 genes, yielding partially sequenced fragments; in
view of that, these were not included in the phglng The viruses (Sw/G1) and
(SW/G1N1) were originated from the same farm anel dither viruses were from
different farms. All sequence data in this studyeveubmitted to the Influenza Virus

Resource at the National Center for Biotechnoladgrimation’s GenBank (20).

3.2. Detection of influenza A(HLIN1)pdmQ9

Genomes of influenza A(HLIN1)pdmOQ9 were identifiedhree out of the eight lung
samples tested. These three samples (Sw/G3, SwiGSwa/G7) had their genomes
fully sequenced and characterized. The eight gen@agments of such viruses
revealed a high similarity with the pandemic inflaa virus A(H1IN1)pdmO09 which
emerged in 2009 (10). The strain Sw/G3 was detdatestickling pigsn 2013, while
strains Sw/G5 and Sw/G7 were recovered from weampigg, in 2013 and 2014,
respectively. The phylogeny based on tH& gene is presented in figure 1; the

phylogenetic analysis based on the NA gene is pteden figure 4.

3.3.Detection of H3N2 IAV of human origin in swine

The sample referred as Sw/G1l was classified aswa menan-origin H3N2 in
swine. Complete HA, NP, NA, M and NS, and partiBRPPB1 and PA gene segment
sequences were obtained. The HA and NA phylogedicated that the HA and NA

genes of the Sw/G1 swine virus were closely reléelduman H3N2 influenza viruses
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that circulated in North America and South Ameiitdhe late 1990s (Figure 2 and 3),
indicating that human-to-swine transmission propabtcurred several years ago,
though remained undetectable until recently (24 hternal geneNP, M, andN§ of
the human like H3N2 virus were closely related smgemic A(HIN1)pdmO9 virus.
The other internal genes PB2, PB1 and PA were palyially sequenced, however
fragments of these genes were analyzed and alseeghnigh similarity with pandemic

A(H1IN1)pdmO09 viruses.

3.4. Detection of HIN2 IAV of human origin in swine

Four out of eight swlAVs recovered in this study reveclassified as H1NZ2.
Phylogenetic analysis showed that viruses SW/GBWG2P1, Sw/G2P2 and Sw/DP2
carry the HA gene closely related to the humana@eddH1N2 viruses that circulated in
humans during the early 2000s (Figure 1), whictoissistent with the period of global
circulation of the reassortant HLNZ2 virus in hum&®01-2003) (24). The NA gene of
Sw/G1N1, Sw/G2P1, Sw/G2P2 and Sw/DP2 samples i$ chasely related to human
seasonal H3N2 viruses that circulated in humartkenlate 1980s (Figure 3), whereas

the internal genes were all derived from the pandé&(H1N1)pdmO09 influenza virus.

3.5. Analysis of antigenic sites

The putative HA1 mature peptide of the viral hentagygn (HA) sequences here
reported were examined in search for aa changdgsiantigenic sites that might affect
receptor-binding specificity of the viruses (Figlse The HA of samples Sw/G3 and
Sw/G5 contained at least one aa change in the ISaC& and Cb antigenic sites.
Sample Sw/G7 showed aa changes in Ca and Sb adotgges. Interestingly, the amino

acid substitution S220T in HA1 subunit of Cal stéhsvas observed in all Brazilian
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pandemic A(HIN1)pdm09 samples used in this analygi®en compared to the
reference sequence [A/Mexico/4108/2009(H1N1)] usere. The amino acid alignment

of all strains used for this analysis is showniguFe 5.

4. Discussion

This work and phylogenetic analysis of swlAVs, aishbeen attempted to expand
the knowledge on the diversity of swlAV subtypesalating in Brazil. The pandemic
influenza virus A(HLIN1)pdmQ9, was detected in thisens. Interestingly, two viruses
(H3N2 and H1N2) of putative human origin were aidentified in this work. The
swlAVs of human seasonal and pandemic origin hdse heen identified in other
works in Brazil in recent years (24-26).

The continuous spillover of human viruses into pipulations followed by
reassortment has resulted in the circulation ofA&glwith gene segments from human
origin in many countries (8, 12, 24, 25). Thesaddughlight the importance of the
human-swine interface in the evolution of IAVsS. tharmore, the transmission of
influenza from humanto- swine represents the largest 'reverse zoonos&pathogen
documentedintil now (9).

The phylogenetic analysis suggests that IAV H3NAwhan origin detected in
swines in this work seems to have been introductdswine population during the late
1990s. Likewise, the seasonal IAV H1N2, which app#ly is of human origin was
probably introduced during the early 2000s. Howgaéter 2009, probably due to the
continuous introduction of pandemic A(H1N1)pdmO®usi from humans into swine
population, as demonstrated in a recent studyintieenal gene segments of circulating
swlAVs in Brazil were replaced by reassortment witandemic viruses

A(HIN1)pdmQ09 (24). Since then, it seems that atuses identified and fully
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sequenced in Brazil have internal genes (PB2, PB1,NP, M and NS) derived from
the pandemic A(HLIN1)pdmOQ09 virus (24-26), suggestitigat the pandemic
A(HIN1)pdmOQ9 internal gene segments appeareddeige some advantage over the
equivalent segments of other circulating swine sesj as observed in this study with
the reassortants human-like HIN2 and human-like 243N

The novel reassortant viruses - HIN2 and H3NZbdrang the internal genes of
the pandemic A(H1N1)pdmOQ9 influenza virus may pasé¢hreat to public health.
Example of this is the H3N2 variant (H3N2v), whislas generated by endentiiple
reassortant H3N2 influenza viruses and pandemiclA@EpdmO09 influenza viruses in
pigs which was transmitted to humans and has caused than 340 human infections
in the U.S.A. during 2011-2013, emphasizing the @i swine in the generation of
reassortant influenza variants with potential téed¢h humans (27). In addition, the
H3N2 and H1N2 viruses identified here have the imadominant glycoproteins HA
and NA most closely related to human seasonal 1&¥\s circulated during the 1990s
and 2000s and people born after the period of laticun of those viruses may have low
preexisting immunity against these viruses.

As expected, the analysis of the antigenic sitethefputative HAs of the viral
genomes identified here revealed genetic divelsititA gene sequences, mainly at
antigenic sites Ca and Cb. Interestingly, the pamdeviruses A(H1N1)pdmO9 here
reported showed some aa changes in relation teeteeence sequence in the Sa and Sb
sites. These may be involved with neutralizing gms on the HA glycoprotein (23,
28). The HA envelope glycoprotein have four didtiantigenic sites (Sa, Sb, Ca, and
Cb) and is the major target for neutralizing antiles of influenza A viruses (22, 23,
29). As such, it tends to bear the highest numbaacubstitutions, what characterizes

antigenic drifts (30). Besides, changes in theganiic sites of the HA protein due to
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antigenic drift result in viruses that can evathe thost's acquired immunity and
recurrent infections by the same subtype may o@&Lir

The identification of variability in antigenic sgef pandemic influenza viruses
A(HIN1)pdmOQ9 reported here, and their diversityrtipalarly in the HA and NA
segments, may have implications for the designffeiceve swine influenza vaccines
for Brazil. The vaccines used in Brazil must beieexed and reformulated annually
based on the swlAV lineages that are circulatingh@ Brazilian pig population. In
addition, the detection of reassortants virusemffmuman origin in the studied pigs
suggest that at some time has occurred human-teeswansmission of human
seasonal HIN2 and H3N2 IAVs and highlight that hoxtswine transmission events
may be playing an important role in the evolutidnswlAVs and generation of new
SwIAVs reassortants.

In view of the possibilities for reassortment betwelAVs, continued
monitoring of swlAVs through analyses of full genr®@msequences is mandatory to
allow identification of novel IAV reassortants, thallowing identification of viruses

that may eventually pose potential threats to pudntid animal health.
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Table 1.Characteristics of Brazilian swine influenza Auges sequenced in this study.
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Probable Origin of Segments
Name Short Name Internal Genes* HA NA
A/sw/Brazil/GIN1/2013(HIN2) Sw/GIN1 A(HIN1)pdm09 Human seasonal H1 Human seasonal N2
A/sw/Brazil/G2P1/2013(HIN2) Sw/G2P1 A(HIN1)pdm09 Human seasonal H1 Human seasonal N2
A/sw/Brazil/G2P2/2013(HIN2) Sw/G2P2 A(HIN1)pdm09 Human seasonal H1 Human seasonal N2
A/sw/Brazil/G3/2013(HIN1) Sw/G3 A(HIN1)pdm09 A(HIN1)pdm09 A(HIN1)pdm09
A/sw/Brazil/G5/2013(HIN1) Sw/G5 A(HIN1)pdm09 A(HIN1)pdm09 A(HIN1)pdm09
A/sw/Brazil/G7/2014(HIN1) Sw/G7 A(HIN1)pdm09 A(HINI)pdm09 A(HIN1)pdm09
A/sw/Brazil/DP2/2014(HIN2) Sw/DP2 A(HINI)pdm09 Human seasonal H1 Human seasonal N2
A/sw/Brazil/G1/2013(H3N2) Sw/G1 A(HIN1)pdm09 Human seasonal H3 Human seasonal N2

*Internal genes, corresponds to the genes of npoiéein (NP), polymerase basic 1 (PB1) and 2 (PB&ymerase

acidic (PA), matrix (M), and nonstructural (NS); HAemagglutinin; NA, neuraminidase.
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— Alswine/Brazil/66/2011(H1N1)

— Alswine/Argentina/CIP 051-C15-10636/2013(H1N 1)
L Alswine/Brazil/107-3A/2010(H1N1)
Alswine/Brazil/132/2009(H1N1)
Alswine/Peru/2010729232/2009(H1N1)
A/Brazil/AVS08/2011(H1N1)
Alswine/Colombia/2/2011(H1N1)

L Alswine/Brazil/12A/2010(H1N1)
A/Nevada/10/2009(H1N1)

— A/swine/Colombia/1403/2010(H1N1)
‘I-{AlswinelBrazill1812012(H1N1)

Pandemic H1

A Alswine/BrazilG5/2013(H1N1)
01 A A/swine/BrazilG3/2013(H1N1)
Alswine/Argentina/CIP 051-A178/2010(H1N1)
100 Alswine/Argentina/CIP 051-201-pul/2012(H1N1)
L— A/swine/Brazil2632012(H1N1)
L— A A/swine/Brazil/G7/2014(H1N1)
£ Alswine/Arkansas/01460/2007(H1N1)
Alswine/Arkansas/SG1157/2003(H1N1)
5 Alswine/California/T9001707/1991(H1N1)
Al/Swine/Wisconsin/136/97(H1N1) Swine H1
AlSwine/Indiana/1726/1988(H1N1)
Alswine/Alberta/56626/03(H1N1)
Alswine/lowa/2/1986(H1N1)
76l A/swine/lowa/2/1985(H1N1)
@ Alswine/Brazil/DP2/2014(H1N2)
o2 @ Alswine/Brazil/G2P 2/2013(H1N2)
100 [ @ A/swine/Brazil/G2/2013(H1N2)
100 | | @ A/swine/Brazil/G1N1/2013(H1N2)
Alswine/Brazil232-11-13/2011(H1N2)
90 L A/swine/Brazil/185-11-7/2011(H1N2)
100 |A/swine/Brazil/31_11_1/2011(H1N2) Human
Alswine/Brazil/31_11_3/2011H1N2) seasonal H1
A/New Y ork/4892003(H1N2)
A/M emphis/8/2003(H1N2)
98 |~ A/swine/Oklahoma/00801/2005(H1N1)
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o7 | A/Denmark/50/2003(H1N2)
AlSachsen/678/2003(H1N2)
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100

Figure 1. Phylogenetic comparison betwekld segments of IAV of human and swine origin. The
A(H1IN1)pdmO09 viruses introduced in this study ardi¢ated by black triangles and H1N2 viruses are
indicated by black lozenges. Data based on nudeatquences available at GenBank. Tree generated
by the neighbor-joining method using the MEGA 6.8dtware. Bootstrap values £70 % are shown.
The scale bar of the tree indicates substituti@nsste.
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90, A/swine/Guatemala/CIP049-1P040078/2010(H3N2)
AJAlabama/01/2011(H3N2)
A/Piaui/14211/2011(H3N2)
A/Boston/DOA01/2011(H3N2)
— A/Sao Paulo/11079/2013(H3N2)
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o9 | A/Peru/8307/2007(H3N2)
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80l A/Brazil/1623/2008(H3N2)
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Figure 2. Phylogenetic comparison betweéi8 segments of IAV of human and swine origin.
TheH3N2 virus introduced in this study is indicategda black lozenge. Data based on nucleotide
sequences available at GenBank. Tree generatekebyetighbor-joining method using the MEGA

6.0.6 software. Bootstrap values 70 % are showe. Scale bar of the tree indicates substitutions
per site.
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Figure 3. Phylogenetic comparison betwel& segments of IAV of human and swine origin. The
H1NZ2 viruses introduced in this study are indicaigdlack lozenges and H3N2 virus is indicated by

black triangle. Data based on nucleotide sequeaga#able in GenBank. Tree generated by the

neighbor-joining method using the MEGA 6.0.6 softvaBootstrap values 70 % are shown. The
scale bar of the tree indicates substitutions per s
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Figure 5. Sequence alignment of the deduced Hemagglutinin) (bilsteins of the swine influenza
A(HLIN1)pdmO9 viruses reported in the present studgts represent consensual amino acids in
comparison to the reference sequence (A/Mexico/ZD®; GenBank accession no. GQ162170). The
antigenic sites (Sa, Sh, Cal, Ca2, and Cb) ardidiied in rectangles.



88

CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, a importancia do virus influemra desencadeamento de
doencas do complexo respiratorio tem aumentadafisgfivamente. Isso se deve,
principalmente, aos eventos de introducdo de nsubs$ipos virais na populacao de
suinos (Zhou et al., 2000; Choi et al., 2002) aqsailtam no aumento da ocorréncia de
surtos e no aumento das complicacbes das doengpisatérias (Van Reeth et al.,
1996). Além disso, com a emergéncia do virus pammeA(HIN1)pdm09 em 2009,
muitos recombinantes, contendo distintas combirsag®nicas do virus pandémico e
virus endémicos de suinos, comecaram a ser datectad diferentes paises (Ali et al.,
2012; Charoenvisal et al., 2013; Ducatez et al,120Moreno et al.,, 2011). Nesse
sentido, o presente estudo foi desenvolvido buscantpliar o conhecimento acerca da
ocorréncia de infec¢des por diferentes subtipovides influenza suina (IAV) e seu
envolvimento com a doenca do complexo respiratdoi® suinos (PRDC). Para tanto,
granjas comerciais que apresentavam surtos de awemespiratorias foram
investigadas. Essas propriedades estdo localizal&o Grande do Sul (RS), estado
que ocupa uma posicao de destaque dentro da qadeiativa de suinos, enfatizando,
dessa forma, a importancia de um melhor entendonguitre a circulagéo e evolucao
destes agentes.

Em uma primeira etapa do estudo, buscou-se assobtddr ao PRDC, além de
classificar os subtipos de virus influenza envalsishos surtos de doenca respiratéria
analisados. Normalmente, dois ou mais agentes ciofms estdo envolvidos em
doencas do complexo respiratério. Adicionalmensores de risco relacionados ao
manejo e ambiente onde os animais sao criados tampbéem influenciar (Sorensen et
al., 2006). Assim, aspectos clinicos, patolégiceg@ogicos da ocorréncia e interacao
desses agentes foram investigados. Este estudandgmoque o IAV estava envolvido
nos casos de doenca do complexo respiratorio exjseem pelo menos dois diferentes
subtipos de IAV circulando na populacédo analis&dses resultados reforcam a ideia
de que as medidas de controle e monitoria devemepensadas e melhoradas, com o
intuito e minimizar o risco da introducgéo de difers subtipos virais nas granjas.

Os resultados encontrados nessa primeira etap&igram o desenvolvimento
de estudos subsequentes. ApOs deteccdo de difersumiddipos do virus influenza e
comprovacao do seu envolvimento com os surtos degdorespiratoria, uma gramja

reprodutores suideos certificad&RSQ, com elevado nivel de biosseguranca, foi
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selecionada para um estudo de caracterizagédo ¢gmitivirus influenza envolvido no
surto. Para tanto, duas amostras virais, obtidparér do tecido pulmonar de dois
leitdes foram utilizadas para anéalise. Os genoroagpletos foram obtidos e a analise
dos mesmos revelou que se tratava de um novo W2 (human-like HLN2)
contendo genes de origem humana e genes origin&ttosvirus pandémico
A(H1N1)pdmO9. Este foi o primeiro relato de um girecombinanteuman-likeH1N2
derivado do virus pandémico A(H1IN2)pdmO09 assocedarto de doenca respiratoria
em suinos no Brasil. A deteccdo deste novo recantenreforca ainda mais a
importadncia de se manter um sistema de vigilantiarnde para deteccdo do virus
influenza A em suinos bem como a possibilidadeedembinagdo com outros tipos de
influenza.

Por fim, um estudo foi conduzido visando ampliarcoshecimentos acerca da
composicao genética dos diferentes subtipos ds uifluenza que circulam em suinos
do Rio Grande do Sul. Para tanto, oito amostnassyioriundas de surtos de influenza
suina, foram selecionadas e sequenciadas utiliaamdoplataforma de nova geracao. A
analise das sequéncias revelou que durante osdEn@913 e 2014 pelo menos 3
diferentes subtipos virais circularam em suinos Rio Grande do Sul. Foram
identificados dois subtipos virais de origem humanEdlN2 e H3N2 - e o virus
pandémico A(HL1N1)pdm09. Os subtipos de origem hampossuem 0s genes da
hemaglutinina e neuraminidageA e NA) similares a virus sazonais que circularam em
humanos durante o final da década de 90 e inigoados 2000. J& os genes internos
séo estreitamente relacionados com o virus pandéhiie1N1)pdmO09.

Os estudos aqui apresentados representam umabogy@ia para aprimorar o
entendimento sobre a evolucéo dos virus influenzawnos no Estado do Rio Grande
do Sul e no Brasil. E primordial a consolidacdcudesistema de vigilancia ativo para
esta enfermidade; onde os virus isolados possamosepletamente sequenciados e
analisados para permitir a identificacdo de possivecombinantes que possam
representar um potencial risco tanto para saudeahiiomo para saude humana. Além
disso, o conhecimento detalhado dos subtipos \guegscirculam a cada ano no Brasil é
de extrema importancia para o desenvolvimento dmas eficazes que podem auxiliar
no controle da influenza suina.

Outro ponto de grande importancia é a questao caagio de trabalhadores da
suinocultura para o virus influenza. Conforme destralo nestes e em outros estudos

desenvolvidos recentemente no Brasil, virus infhlaede origem humana estdo sendo
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transmitidos de humanos para suinos e estdo regantm e gerando novos virus.
Ainda assim, no Brasil, os trabalhadores envolvidasatividade da suinocultura nao
estdo incluidos nos grupos prioritarios dos progsame imunizacdo para influenza.
Esta medida teria uma grande importancia para n#aima transmissao do virus de
humanos para suinos e esse procedimento teria odmjetivo ndo s a protecédo

individual do trabalhador como também a protecds Wbanhos e a seguranca da

economia nacional.
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APENDICE A

QUESTIONARIO UTILIZADO NAS GRANJAS ESTUDADAS

Fep agro 4 V UFRGS/Laboratério de Virologia
N° Data: / /
DADOS GERAIS
Nome do criador Coordenadas
Localidade Lat. Long.

(o] (o]
Municipio/UF
Telefone
E-mail:

Responsavel técnico:

Fone: E-mail

CARACTERISTICAS DA GRANJA

1. Tipo de sistema: Maternidade ( ) Creche Regria/terminacéo ( ) Ciclo completo

()

Populacionais

3. Qual é o tamanho do rebanho:

4. Qual é o numero de doentes?

5. Ha quantos dias 0s animais estao alojados nestmgra

6. Qual é a origem do lote: ( ) Unica ( ) MultipQuantas?

7. Quantas pessoas tratam os animais?

8. A granja possui funcionarios? Sim ( ) Nao ( )
9. O (s) funcionério (s) da granja trabalha em algutnoolugar? Sim () Nao ( ).

Qual?
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SANIDADE E BIOSSEGURIDADE

11. A granja é cercada: Sim ( ) Nao ( )

12. A granja possui registro de entrada de pe8ssias ( ) Nao ( )
13. Quais cuidados sédo tomados para entrar ng@gran

() Lavar as maos

() Troca de botas ou uso de botas descartaveis

() Troca de roupa

( ) Banho

14. Visitantes entram em contato com suinos? SimNao ( )

14. Possui pedilavio na entrada da sala? SimNap ( )

Qual produto?

15. O caminh@o que carrega suinos: Entra na gfanjaPossui area restrita ( )
16. O caminh@o que transporta 0s suinos é:

Préprio ( ) Terceirizado ( ) Empresagradora ( )

17. Utiliza caiacdo no galpao? : Sim () N&o

20. Os suinos tem contato com outras espécies affingam ( ) N&o ( )

Quais?

21. Existem suinos para consumo proprio na granja?

Sim( ) N&o () Quantos? Procedéncia?

Possui outros animais na propriedade? Sim ( @)

N&o ()

22. A granja tem historico de sintomas respiragdeim suinos nos ultimos 3 lotes?

Nado( ) Sim( ) Quais?

23. Qual é a idade dos animais doentes?

24. Quantos animais morreram desde o inicio dolgmuds?




25. Foi utilizado algum medicamento nos suinosti®ém que foi feita a coleta?
( )Nao ( ) Sim. Qual(is)?

26. Historico de vacinacgao: Quais vacinas?
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Nome comercial

Laboratorio

Data de vacinacao




