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|. RELATORIO DE ESTAGIO CURRICULAR

1. INTRODUCAO

O presente relatério contém as atividades desenvolvidas pela académica
Isabela de Andrade durante a realizagdo do estagio curricular junto & EMBRAPA
Suinos e Aves, como parte dos requisitos para a conclusédo do curso de Medicina
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP -

Campus de Jaboticabal.

O estéagio foi realizado de 05 de agosto a 29 de novembro, acompanhando o
segundo semestre letivo de 2024, totalizando 600 horas. O trabalho foi realizado sob
a orientacdo do professor Dr. Luis Guilherme de Oliveira e as atividades foram

desenvolvidas na unidade da EMBRAPA Suinos e Aves em Concordia, estado de
Santa Catarina, sob a supervisdo do médico veterinario Me. Marcos Zanella Mores.

O objetivo do estagio foi aprimorar os conhecimentos tedricos e praticos sobre
suinocultura, acompanhando a rotina da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) em relacdo a pesquisas, experimentos e atividades
laboratoriais. O estagio possibilitou o contato com profissionais que atuam na area da
suinocultura, através do auxilio nas atividades de pesquisa relacionadas a sanidade

de suinos, ampliando os conhecimentos obtidos durante a graduacéao.

2. EMBRAPA SUINOS E AVES

2. 1. HISTORICO E DESCRIGCAO

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) é uma empresa
publica, vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
que foi criada em 1973 para desenvolver a base tecnoldgica de um modelo de
agricultura e pecuaria genuinamente tropical. A EMBRAPA é responsavel por realizar
pesquisase atuarem buscade inovacgdes cientificas, qualidade e eficiénciaprodutiva,
além de promover a sustentabilidade na agroindustria brasileira, em um permanente
didlogo entre o setor publico e privado, incluindo produtores rurais, instituicdes de

ensino e pesquisa, lideres do Estado e da sociedade civil.



A unidade da EMBRAPA localizada em Concaordia, no meio-oeste catarinense,
surgiu em 1974 como Centro Nacional de Pesquisa em Suinos e trés anos depois se
tornou Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves, devido a grande expansao da
suinocultura e avicultura nas décadas de 1960 e 1970. Posteriormente, se tornou
EMBRAPA - Suinose Aves. E uma das 43 unidadesda EMBRAPA noBrasil e a Gnica
no estado de Santa Catarina. A Unidade esta localizada em uma importante regido
para as duas atividades no Brasil, na cidade de Concoérdiaem Santa Catarina. Essa
localizacdo é proxima a produtores, granjas, agroindustrias e todo o setor produtivo.
O que acontece neste centro de pesquisa é replicado em todo o Brasil e serve de
referénciano mundo. As solugdes sdo desenvolvidas para atender pequenos, médios
e grandes produtores. Suamissao € viabilizarsolu¢cdes de pesquisa,desenvolvimento
e inovacdao para a sustentabilidade da suinocultura e aviculturabrasileiraem beneficio

da sociedade. E um centro de pesquisa de referéncia, reconhecido nacional e
mundialmente e tendo mais de 5 mil trabalhos publicados.

2.2 INFRAESTRUTURAE INSTALAC;()ES

A EMBRAPA Suinos e Aves possui uma area de 210 hectares, com
infraestrutura que conta com um prédio administrativo, unidades de producéo e
pesquisa, campos experimentais, dois complexos de laboratorios (analises fisico-
quimicas e sanidade e genética animal), isolamento, necrépsia, biotério, incubatdrios,
fabrica de racao, biblioteca, unidade de producédo de aves e ovos SPF (specific
pathogen free) e unidade de producéo de suinos SPF, central de coleta de sémen
suino, laboratério TEC-DAM (Tecnologias para Destinacdo de Animais Mortos),
estacdo meteoroldgica, almoxarifado, refeitdrio, abatedouro e estruturas de apoio.

Durante a realizacdo do estagio curricular, a grande maioria das atividades
foram realizadas junto ao Laboratério de Sanidade e Genética Animal, setor de

Isolamento, setor de necropsia e campo experimental de suinos.

2.2.1 LABORATORIO DE SANIDADE E GENETICA ANIMAL, SETOR DE
ISOLAMENTO E NECROPSIA
O Laboratério de Sanidade e Genética Animal (LSGA) € responsavel por

realizar atividades de pesquisa com suinos e aves, tendo uma area construida de
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1.775m? e sendo considerado um laboratério que atende as normas de biosseguranca
de nivel 2 (NB2), possuindo internamente um laboratério de biosseguranca de nivel 3
(NB3) construido posteriormente. As instalacdes do LSGA se iniciam pela recepcao,
que apresenta a area de controle da entrada e saida de material contaminado e
material limpo no interior do laboratério e o livro de registro de visitantes. Na area
externa ao laboratério, estd presente o refeitério e centro de convivéncia dos
funcionarios e colaboradores e o prédio com escritérios dos pesquisadores, analistas
e salas de reunides. Na parte interna, com entrada restrita, estdo localizados os
vestiarios, uma vez que € necessaria a utilizacdo de equipamentos de protecao
individual (EPI) para realizagao de atividades dentro das instalagdes. Entre os EPIs
necessarios estdo: jaleco, calcas brancas e sapatos proprios para atividades
laboratoriais. De acordo com as atividades desenvolvidas em cada setor, EPIs

adicionais sdo necessarios, como luvas, 6culos, toucas e mascaras.

Figura 1. Entrada do laboratorio LSGA. Fonte: arquivo pessoal.

ApOs o vestiario, ha o acesso para os laboratorios de pesquisas. Estao
divididos de forma setorizada e abrangem as areas de virologia, bacteriologia,
histopatologia, reproducédo, genética molecular, imunologia e carne cultivada. Além

das atividades de pesquisa, os laboratdrios fornecemsuporte para as granjas internas
da EMBRAPA Suinos e Aves, com servigos de diagnéstico e monitoria do rebanho.

No laboratério de patologia, sdo realizadas atividades referentes a
histopatologia, desde o processo de recepcdo de amostras em formol até a confeccao
de laminas histolégicas e ensaios de imuno-histoquimica. O laboratério é equipado

com microscopios oOpticos, capelas de fluxo de ar controlado, refrigeradores e
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geladeiras, bancadas de trabalho, microtomo e outros equipamentos utilizados na
confeccao de laminas.

\iﬂ' !L-'."Jl ‘

Figura 2. Laboratério de Patologia da EMBRAPA — Suinos e Aves. Fonte: arquivo

pessoal.

No laboratério de virologia, ha estufasde cultivo celular, fluxos de ar controlado,
incubadoras de ovos, bancadas de trabalho, refrigeradores e geladeiras e também
local para realizacdo da ovoscopia. No laboratério de bacteriologia, ha uma sala
propria para o preparo de meios de cultura, estufas para crescimento de

microrganismos, bancadas de trabalho, geladeiras e refrigeradores proprios.

H& também salas especificas para as atividades de biologia molecular, como
uma sala especifica para extracdo de DNA, uma sala propria para preparo do mix
utilizado nos ensaios de PCR (Polymerase Chain Reaction), uma sala propria para os

termocicladores e outra sala para eletroforese em gel de agarose.

Em um prédio separado e proximo ao LGSA encontra-se o setor de necrépsia,
o setor de isolamento e o laboratério TEC DAM. O laboratério TEC DAM, anexo ao
prédio de necrdpsia, é o local onde é realizado o tratamento dos animais mortos. Na
necrépsia, ha um vestiario préprio para paramentacdo com EPIs necessarios para
realizacdo dos procedimentos, uma sala para recepcao dos animais, um local para
realizacdo da insensibilizacdo seguida de sangria dos animais, uma camara fria e a
sala de necropsia propriamente dita.
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Figura 3. Sala de Necrépsia da Embrapa Suinos e Aves. Fonte: arquivo pessoal.

No setor de isolamento, hd também um vestiario proprio e recepgdo. Hasalas
equipadas com instalacdes para os animais que serdo utilizados nos projetos de
pesquisa que envolvam experimentagdo animal com uso de agentes
infectocontagiosos. As instalagdes para suinos contam com baias de concreto e pisos
vazados, com comedouros e bebedouros adequados para animais na fase de creche,
gue podem ser adaptados para animais maiores na fase de terminacdo segundo a
necessidade de cada experimento.

Figura 4. Imagem de uma baia de suinos no setor de Isolamento da EMBRAPA.
Fonte: arquivo pessoal.

3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS
Durante o estagio, foram desenvolvidas atividades de experimentacdo animal

e acompanhamento de projetos de pesquisa em desenvolvimento pela EMBRAPA
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Suinos e Aves. Como os dados obtidos nos estudos sao sigilosos e de propriedade
da EMBRAPA, neste relatério serdo apenas mencionadas e descritas as atividades

de rotinadurante os experimentos, sem divulgacao de resultados experimentais ou de
informagdes sigilosas.

3.1 ISOLAMENTO DO VIRUS DA INFLUENZA SUINA

Realizado pelo laboratério de virologia, parte do LSGA, o isolamento viral é
realizado com o objetivo de monitoramento do Virus da Influenza Suina nos plantéis
do Brasil, para que seja feita a identificacéo do virus circulante como ferramenta de
diagnostico e pesquisa, assim como analisar suas caracteristicas moleculares e
genéticas. O isolamento viral € um método muito sensivel para a deteccédo do virus
influenza. Além disso, disponibiliza o isolado viral para outras analises, como o
sequenciamento de DNA, ou para a produc¢ao de vacinas autégenas. O isolamento &
feito com a utilizacdo de amostras de material biolégico de suino, podendo ser
utilizado desde secrecdo nasal até amostras de tecido pulmonar (CHRISTOPHER-
HENNINGS et al.,, 2012). As amostras devem ser de animais com sintomatologia
clinicada doenca, preferencialmente com elevada temperatura retal, indicando a fase
aguda da infeccéo viral (SCHAEFER et al., 2013). Na EMBRAPA, as amostras
utilizadas para o isolamento viral sdo provenientes de laboratorios de diagndstico
veterinario que fornecem amostras que tiveram resultado positivo para PCR para
influenza. A secrecdo nasal, fluido oral ou pulm&o coletadas dos animais s&o
inoculadas em ovos embrionados de galinhas SPF, obtidos da granja produtora de
aves SPF da propria EMBRAPA, dos 9 até 11 dias de incubacédo. A inoculacéo é feita
com a abertura de um pequeno orificio na casca do ovo, logo abaixo da camara de ar
e no lado oposto ao local de implantacdo do embrido, introduzindo uma agulha para
inocularaamostra no interior do ovo embrionado. A partir da inoculacéo, os ovos séo
mantidos em estufas pra incubacéo e avaliados diariamente através da ovoscopia
para verificar a viabilidade embrionéaria apos inoculacdo. Os embribes que acabam
se tornandoinviaveisno primeiro dia sdo descartados e 0s que se tornam inviaveis do
segundo e terceiro dia sdo armazenados para avaliacdo posterior. Apos 4 dias de
incubacéo, o liquido cério-alantdide (LCA) é aspirado com o uso de uma agulha. Apos
a aspiracao do LCA, as amostras obtidas podem passar por novas passagens para

replicacdo em ovos embrionados, sendo recomendado até quatro passagens. Apés
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as passagens virais, os LCAs coletados sao submetidos a reacao de hemaglutinacao
(HA) utilizando-se hemacias de perus. O teste do HA tem como objetivo verificar a

presenca de antigenos virais, de modo que a presenca da suspensao viral acaba

aglutinando as hemacias.

Figura 5. Realizacdo de ovoscopia nos ovos embrionados de galinhas SPF para
verificar a viabilidade embrionaria pos-inoculagdo da amostra para isolamento viral.

Fonte: arquivo pessoal.

Como alternativa ao isolamento viral em ovos embrionados, podem ser
utilizadas células da linhagem MDCK (células de rim de cao ou Madin-Darby Canine
kidney cells), consideradas permissiveis ao virus da Influenza (SCHAEFER et al.,
2011). As amostras séo inoculadas em cultura de células suscetiveis (ex., MDCK) e
monitoradas quanto ao desenvolvimento de efeito citopatico (CPE), que séao
mudancas nas caracteristicas morfologicas da célulainduzida pela presenga do virus
(SCHAEFER et al., 2013). Durante o estagio, foram acompanhadas técnicas de

isolamento viral tanto em ovos embrionados quanto em cultivo de células.

As amostras consideradas positivas para o teste de HA sdo submetidas a
extracdo de DNA, utilizando-se kits comerciais, e posteriores reacfes de PCR. Os
produtos da PCR, apds passarem por um processo de purificagdo, podem ser

utilizados para a realizacado do sequenciamento genético do Virus da Influenza.
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Figura 6. Placa de HA utilizada para verificar a presenca de antigenos virais. Na
imagem, é possivel observar o resultado de titulagdo de 1/32, 1/16, 1/128 e 1/32 para

a presenca de antigeno do virus da influenza. Fonte: arquivo pessoal.

3.2 ATIVIDADES DO LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA

Como parte das atividades do LSGA, foi acompanhada a rotina do laboratério
de bacteriologia. O laboratério é dividido entre os patdbgenosde aves e de suinos. Nas
atividades referentes aos patdgenos respiratérios de suinos,quando umaamostra era
enviada para a bacteriologia e sendo proveniente de lesdes pulmonares, era feito o
cultivo e tentativa de identificacdo e isolamento da bactéria envolvida na lesédo. A
amostra que é encaminhada para a bacteriologia precisa ser enviada e recebida pelo
laboratério o mais rapido possivel e ser mantidaem temperatura de refrigeracéo (4°C).
Apos a recepcao, a amostra deve ser trabalhadaem uma bancadae proximaa chama
do bico de Bunsen, sendo feita a avaliacdo do material enviado quanto a presenca de
lesdes, especialmente ndédulos e material fibrinoso. O material passa por um corte no
local da lesdo e, em seguida, é feito o plaqueamento em agar sangue pelatécnicade
imprint do tecido (procedimento em que se coloca a area lesionada do tecido em
contato com a superficie do agar) e também por esfregaco de suabe. Caso a suspeita
do agente envolvido seja uma bactéria microaerdfila (como o Actinobacillus
pleuropneumoniae) é utilizada uma camara de microaerdfilia para incubacédo. O
crescimento bacteriano é acompanhado e as colonias séo classificadas quanto as
suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, sendo muitas vezes necessario fazer
a repicagem e o plagueamento da mesma amostra sucessivas vezes para conseguir

um bom crescimento para realizar a identificacéo.
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Figura 7. A. ApoOs realizacéo da técnica de imprintem agar, € feito o plaqueamento
para obtencao de culturas bacterianas. B. Camaras de microaeroéfiliacomusode velas
para crescimento de microrganismos microaerofilos. C. Crescimento bacteriano em
agar sangue apos periodo de incubacéo em estufa. Fonte: arquivo pessoal.

3.2.1 EXPERIMENTO COM Salmonella spp. EM CAMA DE FRANGO

Como parte das atividades do estagio, foi possivel acompanhararealizacdo de
um experimento sobre a presenca de bacteriéfagos e Salmonella spp. em camas de
aviario. Os bacteri6fagos (fagos) sédo virus que infectam células bacterianas e estdo
sendo utilizados como método de controle biolégico para Salmonellaspp. em frangos.
Os bacteriofagos sdo administrados por via oral nasaves e acabam sendo excretados
nas fezes, estando presentes na cama e podendo interferir na presenca de outros
agentes, como a Salmonella. O objetivo do experimento foi contabilizar a viabilidade
dos fagos e da Salmonella spp. na cama aviaria com o passar dos dias do vazio
sanitario, pois com a pratica comum de reutilizacado das camas em lotes posteriores,
havia chance de contaminacao do proximo lote com a Salmonella sp. e com o fago. O
objetivo do experimento era quantificar e avaliar se persisténcia do fago na cama de
frango pode reduzira quantidade de Salmonellasp. presente e que entrara em contato

com o proximo lote através da cama.

As camas utilizadas no experimento foram recebidas de um aviario comercial e
eram camas de segunda passagem. A duracéo do experimento planejava avaliar e
quantificar o fago e a Salmonella sp. nas camas por 12 dias, que é a duracao do
intervalo entre lotes em umaviario comercial. A cama utilizadafoi previamente testada
guanto a presenca prévia de Salmonella sp. e fago antes do inicio do experimento e

teve resultado negativo para a presenca dos agentes. Depois, foram pesadas
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amostras de 30 gramas da cama de aviario e separadas em sacos plasticos, formando
trés grupos experimentais. O grupo S contemplava as 40 amostras de cama que foram
inoculadascom1 mL Salmonellasp. (S) e homogeneizadas. O grupo SF contava com
40 amostras que foram inoculadas com 1 mL de Salmonella sp. e adicionados 1 mL
de fagos e homogeneizadas. O grupo F contava com 40 amostras que foram
inoculadas somente com 1 mL de fagos (F). O grupo S teve as amostras numeradas
de S1 até S10. O grupo F teve as amostras numeradas de F1 a F10 e o grupo SF foi
numerado de SF1 a SF10. Essas amostras foram entdo separadas em copos
descartaveis de isopor com tampas para armazenamento e avaliadas nos dias 0, 4, 8
e 12, sendo 10 amostras de cada grupo avaliadas de forma qualitativa e quantitativa
para a presenca de bacterifagos e Salmonella spp. nos respectivos dias.

Para a avaliacdo quantitativa de cada amostra, foram pesadas 10g da cama e
separadas em recipientesde vidro, sendo adicionado PBS (solucéo salinatamponada
com fosfato, ou Phosphate-Buffered Saline) em seguida. Os vidros foram colocados
em umagitador por 10 minutos para homogeneizacdo.Dessa homogeneizacdo,foram
coletadas uma quantidade de cada amostra e diluidas em micro tubos com PBS até a
diluicdo 103, e entdo foi feito o plagueamento dessas dilui¢es (do -1 ao -3) em agar
Verde Brilhante (VB). Para o plagueamento, foi utilizado um suabe umedecido com
PBS para espalhar o contetdo portoda a placa, sendo colocado na estufaa 37°C por
24 horas. Apos esse periodo, foi feitaa contagem de unidades formadoras de coldnia

na placa para a avaliagao quantitativa de Salmonella.

\‘ \III

E"’"!'

Figura 8. A. Amostras de cama de aviario separadas em copos descartaveis e
incubadas durante a duracdo do experimento em temperatura ambiente. B.
Plagueamento das diluicbes das amostras em agar Verde Brilhante (VB) para

avaliacdo quantitativa de Salmonella. Fonte: arquivo pessoal.
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Para a amostragem quantitativa de fagos, foram coletadas amostras da cama
homogeneizadas com PBS dos grupos S, SF e F e colocadas em microtubos com
cloroférmio e agitados, entédo sendo coletados 0,1 mL do sobrenadante e colocado em
meio SM, que € um meio de solucdo salina tamponada com magnésio que é
frequentemente utilizado para armazenar bacteriofagos. Para a analise quantitativa
dos fagos foi feita a diluicdo até 10-2, utilizado um meio agar com presenca de

Salmonella, para que sejam observadas as formacdes dos halos dos fagos na placa.

Para a avaliacdo qualitativa (avaliando somente presenca e auséncia) foi
utilizada aproximadamente 3 gramas de cada amostra em um tudo de ensaio, sendo
utilizados dois tubos por amostra. Em um dos tubos era adicionado, junto da cama,
30 mL de caldo peptonado (CPT) e no segundo tubo, junto com a cama, 27,5 mL de
caldo nutriente (CN) e 1 mL de cultivo de Salmonella. Ambos os tubos eram
homogeneizados e armazenados em estufa a 37°C por 24 horas.

Apés as 24 horas, foi retirado 1 mL do tubo com CPT e adicionado em meio
liquido de tetrationato (TT) e 0,1 mL foi adicionado ao meio liquido Rapport (RT),
sendo os dois meios liquidos armazenados na estufa para incubacéo por 24 horas.
ApoOs esse periodo, foram utilizadas duas placas de agar divididas ao meio, sendo a
primeira placa 4gar VB (verde brilhante) e a segunda &gar XL (xilose lisina). Em
metade de cada placa, foram feitas as estriacdes da amostra do meio liquido TT em
uma metade da placa e na outra metade do meio liquido RP. ApGs 24 horas se

incubacéao, foi feita a andlise qualitativa de cada amostra para Salmonella.
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Figura 9. A. Grupo S, com duas placas de agar (VB e XL) divididas ao meio, sendo
feitas as estriacOes da avaliagdo qualitativado meio TT em uma metade da placa e
RP na outra metade. Nesse grupo, foi observado o crescimento de coldnias,
confirmando a presenca de Salmonella sp. e tornando a avaliagao qualitativa positiva.
B. Grupo SF, com duas placas de agar (VB e XL) divididas ao meio, sendo feitas as
estriacdes da avaliacdo qualitativado meio TT em umametade da placae RP naoutra
metade. Nesse grupo, foi observado o crescimento de col6nias, confirmando a
presenca de Salmonella sp. e tornando a avaliacdo qualitativa positiva. C. Grupo F,
com duas placas de agar (VB e XL) divididas ao meio, sendo feitas as estriacdes da
avaliacdo qualitativa do meio TT em uma metade da placa e RP na outra metade.
Nesse grupo, néo foi observado o crescimento de coldnias, tornando a avaliacdo

gualitativa negativa para a presenca de Salmonella sp. nas amostras. Fonte: arquivo
pessoal.

O teste qualitativo do fago foi feito em agar com adi¢cdo de uma camada de
culturaliquida de Salmonella sp. A amostra da cama utilizada havia sido previamente

misturada com cloroférmio para causar o rompimento da célulabacterianae de outros
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contaminantes presentes na cama aviaria, restando somente os fagos. Uma gota de
cada amostra foi colocada naplaca, que estava dividida pela quantidade de amostras.
Apos incubacéo, a formacéao de halos indicava a presenca dos fagos.

Figura 10. Avaliacdo qualitativa da presenca de bacteri6fagos nas amostras do
experimento, mostrando a presenca de halos na placa de 4gar indicando a presenca
do agente. Fonte: arquivo pessoal.

3.3 CONFECCAO DE LAMINAS HISTOLOGICAS

A confeccdo de laminas histolégicas € um procedimento de rotina realizado
pelo laboratério de Patologiada EMBRAPA Suinose Aves. E uma técnicaque permite
a visualizacdo de les@es e alteracbes microscopicas e tem um grande valor para a
realizacao de diagnosticos e avaliacado de resultados de pesquisa. Antes das laminas
serem confeccionadas, o material deve ser coletado através de técnicas de necropsia
e deve ser previamente mantido em solucdo de formol tamponado a 10% por, no
minimo, 24 horas para que ocorra a fixagéo do tecido. O volume de formol utilizado

deve ser de pelo menos 10 vezes o volume do material coletado (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2017).
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Figura 11. Recepcéo das amostras acondicionadas em formol tamponado a 10%,
com numero de identificacdo do animal. Fonte: arquivo pessoal.

E importante que a amostra seja devidamente identificada com as informacdes
sobre sua origem, identificacdo do animal, suspeita clinica, lesées macroscopicas
observadas na necropsia e também quais tecidos foram coletados de cada animal. E
importante que cada animal tenha suas amostras colocadas em recipiente individuais

de formol 10% devidamente separadas e identificadas (RECH et al., 2014).

ApoOs a passagem do tempo correto para a fixacdo do material, este deve ser
encaminhado para a realizacdo da clivagem do material. A clivagem é o corte do
material que deve ser feito observando-se as caracteristicas de cada tecido e quais
estruturas devem ser observadas na microscopia, respeitando a espessura de corte

de acordo com o processo de inclusdo em parafina.

Figura 12. Clivagem (corte) dos tecidos apés a o periodo de fixacdo de 24 horas em
formol tamponado a 10%, para preparo para a inclusdo em parafina. Fonte: arquivo
pessoal.
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A seguir, as amostras passam pelo processo de inclusdo em parafina. Este
procedimento consiste na impregnacao do tecido com uma substanciaque permita,
posteriormente, secciona-lo em camadas. A parafina € a mais utilizada neste
procedimento. Como ela ndo € miscivel em agua, a primeira etapa da inclusdo
compreende a desidratacdo, quando ocorre a retirada da agua dos tecidos e a sua
substituicdo por alcool. A diafanizacdo é a etapa seguinte, com a substituicdo do
alcool, agora presente nos tecidos, por xilol. Finalmente, na impregnacéao, ultima
etapa, o xilol é substituido por parafinafundidaa 60°C em pequenos blocos. Neste
momento a catalogacéo do bloco é importante para a posterior identificacdo da peca
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017, TIMM, 2005). Na EMBRAPA, as etapas descritas
acima, desde a desidratacédo até substituicdo por parafinafundida a 60°C, séo feitas
de forma automatizada com o uso de uma maquina processadora de tecidos (Tissue-
Tek® VIP®).

Em seguida, o bloco de parafina deve ser mantido em um refrigerador até o
momento de ser cortado no micrétomo. O micr6tomo é um aparelho que permite o
corte dos blocos de parafinaem espessuras pré-determinadas, permitindo a formacéo
dos cortes histologicos utilizados na microscopia. O micrétomo € formado por uma
lamina (fixa ou descartavel) de aco, afiada, e um braco ao qual se prende o bloco e
que se desloca verticalmente (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017; TIMM, 2005).

Figura 13. A. Blocos de parafina prontos para serem cortados no micrétomo para a
confeccdo de laminas para histopatologia. B. Microtomo, aparelho utilizado para
realizar o corte dos tecidos nos blocos de parafina. C. Resultado do corte no

micrétomo, com o0 comparativo do corte obtido na lamina e o bloco de parafina de
origem. Fonte: arquivo pessoal.
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ApoOs o corte e confeccao das laminas, estas devem passar por um processo
de coloracdo. Na histologia, h& véarios corantes que podem ser utilizados e a escolha
deve ser feita de acordo com as estruturas que serdo avaliadas na microscopia e o
tipo de tecido. Normalmente séo utilizados corantes hidrossoluveis, sendo necessario

a remocdao da parafina da peca que foi preparada nas etapas descritas anteriormente
e que permanece na lamina de vidro (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017).

Os corantes mais utilizados nos procedimentos histoldgicos séo a Hematoxilina
e a Eosina (HE). A Hematoxilina € uma base que cora os componentes acidos das
célulasem um tom azulado escuro, sendo os mais abundanteso DNA e o0 RNA, de
modo que o nucleo e certas partes do citoplasma se tornam azulados. A Eosina é um
acido que cora as estruturas basicasda céluladerosa, como o citoplasma (GARTNER
& HIATT, 1999).

Para corar pecas incluidas em parafina € necessaria a retirada da parafinae a
hidratacdo da peca. Este procedimento é realizado a partir de uma sequéncia de
banhosem xilol, alcool e agua, inversamente ao procedimento executado naetapa de
inclusdo. Durante o estagio, as laminas foram colocadas em dois banhos de xilol com
duracdode 10 minutos cada, seguidode banhos com durag¢dode 10 minutosnoalcool
100% e 96% e 5 minutos no alcool 80% e 70%, antes de prosseguircom a coloragcéao
por Hematoxilina e Eosina. ApGs o término do processo de coloracédo, as laminas séo

colocadas para secagem e colocacdo das laminulas, estando entdo prontas para

avaliacdo no microscopio optico.

Figura 14. Preparo para coloracdo de laminas, com a sequénciade submersdo em
xilol, alcool 100%, alcool 96%, alcool 80%, alcool 70%, agua destilada, hematoxilina,

bicarbonato, eosina e banhos de alcool 70%, 80%, 90% e 100%. Fonte: arquivo
pessoal.
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Figura 15. Laminas no final do processo de coloracdo por Hematoxilina-Eosina, na

etapa de secagem antes da colocacao das laminulas. Fonte: arquivo pessoal.

A avaliacdo das laminas de histologia no microscopio optico faz parte da rotina
do laboratério da patologia da EMBRAPA, sendo realizada em todas as amostras
recebidas. E importante realizar a leitura de laminas de acordo com a suspeita clinica
e histéricodo animal, observando a compatibilidade das lesdes microscopicas com 0s

achados de necropsia.

3.4 COLORACAO DE LAMINAS PARA ENSAIO DE IMUNO-HISTOQUIMICA

O termo Imuno-histoquimica (IHQ) é associado a metodologias que usam
imuno-ensaios para co-localizar um epitopo de interesse em cortes de tecido. Apos o
tecido ter passado pelainclusdo em parafina e seccionado emlaminas, € possivel co-
localizar os antigenos nos componentes histolégicos e celulares, mantendo a
arquitetura original do tecido circundante. Os anticorpos sao utilizados como
reagentes especificos capazes de identificar e estabelecer ligacdo com constituintes
teciduais, de modo que seja possivel identificar a presenca de variadas substancias,
como patdégenos, nas células e tecidos por intermédio da cor que € associada aos
complexos antigeno-anticorpo formados (FERRO, 2014).

Uma condi¢cdoimportante para os ensaios de imuno-histoquimica é a marcacao
especifica pelo anticorpo primario, isto é, o anticorpo devera apenas ligar-se ao
antigeno pretendido (marcacdo especifica) e ndo a outros elementos estranhos
(marcacdo inespecifica). O que se pretende obter € uma marcacdo especifica do
antigeno com auséncia de marcacao inespecifica de fundo (FERRO, 2014).

Durante o periodo de estagio, foram realizados ensaios de imuno-histoquimica

para diversos agentes infecciosos na rotina do laboratério de patologia. Entre os
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agentes avaliados , destaca-se a Samonella spp., virus da Influenza, Circovirus e
Brachyspira spp. A seguir, sera descrito um exemplo da técnica de IHQ para
Salmonella spp. realizada pelo laboratério. Trabalhando na camara de exaustdo, as
laminas separadas para o ensaio de IHQ devem ser identificadas e colocadas em
suportes plasticos. Junto com as laminas a serem investigadas, deve-se preparar
também uma Iamina com controle positivo e negativo para a validacdo da IHQ. As
laminas devem ser mergulhadas em xilol por 10 minutos, seguido de mergulhos em
alcool absoluto, alcool 96%, alcool 80% e alcool 70% por 5 minutos cada, sendo
submergidos em agua destilada em seguida. Depois, acontece a submersdo das
laminas em PBS com Tween 20 por 5 minutos, seguindo para submersdo em tampao
citrato em uma cuba plastica e levados ao micro-ondas por 5 minutos, na poténcia de
700W, juntamente com outra cuba de agua para manter a umidade. Depois de retirar
a cuba e completar o tampéo citrato evaporado, as laminas retornam ao micro-ondas
por mais 5 minutos e, apds o término, devem repousar com o tampao citrato por 20

minutos.

A seguir, as laminas sdo submergidas em PBS de Tween 20 por 5 minutos,
depois sdo secas com lenco de papel ao redor do tecido e é utilizada uma caneta
bloqueadora de liquidos para delimitar o contorno do tecido. Entdo, é feito um
processo de submersdao em PBS de Tween 20 por 5 minutos, em peréxido de
hidrogénio 3% por 10 minutos, em agua destilada por 1 minuto e em PBS de Tween
20 por 5 minutos. A seguir, o tecido é coberto pelo anticorpo policlonal, produzido em
coelho, anti Salmonella sp. (em diluicdo 1:1000) e é incubado em camara Umida na
estufaa 37°C por 1 hora e 30 minutos. Aposisso, as laminas séo lavadas com auxilio
de uma pisseta com PBS para retirar o excesso de anticorpo e os tecidos sdo cobertos
pelo Polimero EnVision+ Dual Link Systems — HRP e incubado em camara Umida na
estufa a 37°C por 30 minutos. Depois, é feita a lavagem do tecido para retirar o

excesso do polimero com PBS de Tween 20.

O ultimo processo € a revelagcdo, que existem duas opcdes: pela solucéo
reveladora AEC (amino-etilcarbazol) e DAB (diaminobenzidina tetrahidrocloreto). A
coloracdo do antigeno se torna marrom caso a solucéo reveladora utilizada seja a
DAB e se torna vermelha se a solucéo reveladora utilizada por a AEC. A escolhada
solucdo reveladora depende da preferéncia do patologista para realizacéo da leitura

dos resultados. A seguir, as laminas estdo prontas para leitura no microscopio optico,
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sendo necessario iniciar a leitura pelas laminas do controle negativo e positivo e
observar as marcacdes indicando a presenca do antigeno no controle positivo, com
as caracteristicas morfologicas e histoldgicas esperadas para cada agente investigado
e sem a presenca de marcagcfes no controle negativo ou de marcagdes inespecificas.

3.5 HISTOMORFOMETRIA DO INTESTINO DE AVES

Como parte de um experimento envolvendo experimentagcdo animal, foram
avaliados os efeitos de diferentes dietas e uso de probiéticos em frangos de corte. Os
animais foram necropsiados ao final do experimento e, de cada animal, foi
confeccionada uma lamina de histologia com cortes de trés segmentos do intestino
delgado corados com hematoxilina-eosina. Cada Iamina passou entdo por analises
morfométricas realizadas em analisadorde imagem AxioVision® no setor de patologia
da EMBRAPA Suinos e Aves. Foram selecionados e medidos os comprimentos em
linhareta, de acordo com a unidade adotada (um), de 10 vilosidades e 10 criptas, por
animal. As medidas da altura de vilosidades foram tomadas a partir da base da cripta
até o apice da vilosidade e as criptas foram medidas da base inferior até a base
superior da cripta. Os dados obtidos foram separados em planilhas para futura
avaliacao estatistica.
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Figura 16. Processo de avaliacdo histomorfométrica do intestino de frangos de corte
pelo software AxioVision®. Fonte: arquivo pessoal.
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3.6 EXPERIMENTACAO ANIMAL

Durante o estagio, foram realizadas atividades relacionadas ao manejo e
utilizacdo de suinos e aves em pesquisa. Devido a confidencialidade dos
experimentos, neste relatério serdo descritas somente as atividades de rotina durante
a experimentacdo, sem detalhes sobre os estudos realizados ou divulgacéo de
resultados. Todos o0s experimentos realizados na EMBRAPA necessitam de
aprovacdo prévia da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) para sua

realizagéo.

Durante o estagio, foram acompanhados trés experimentos com o uso de
animais. O primeiro experimento, que foi realizado em frangos de corte, tinha como
objetivo avaliar as diferencas no uso de dietas e probidticos distintos relacionado com
a infeccéo dos animais com Clostridium sp. O segundo experimento, com suinos na
fase de creche, tinha como objetivo avaliar diferentes tratamentos para diarreia
causada por Escherichia coli. O terceiro experimento, por fim, tinha como objetivo
avaliar a capacidade da bactéria Actinobacillus suis de causar lesdes pulmonares.

3.6.1 RECEP(;AO, IDENTIFICA(;AO E PESAGEM DOS ANIMAIS

Os suinos utilizados para o experimento foram alojados nas instalacdes do
setor de Isolamento, prédio anexo ao LSGA. As salas para recepcao dos animais
foram previamente limpas e desinfetadas e tiveram suas baias ajustadas para os
animais, com regulagem dos comedouros e bebedouros de acordo com a idade dos
leitbes. Também foi verificada a vazdo de agua de cada baia, a temperatura e
ventilacdo da sala. Os suinos foram transportados da granja interna da EMBRAPA
para o setor de isolamento e foram recebidos no dia do desmame, aos 28 dias. Na
chegada ao setor de Isolamento, os animais foram identificados pela mossa
(marcacdo australiana), pesados em uma balanca convencional e alocados em suas
respectivas baias. No total, o experimento realizado utilizou 88 suinos, alojados em

11 baias com 8 animais em cada.

As baias do setor de isolamento também podem receber animais na fase de
terminagdo, como aconteceu posteriormente. Em outro experimento realizado, os
suinos recebidos eram animais SPF oriundos da granja interna de suinos SPF da

EMBRAPA e foram devidamente identificados e pesados antes de serem alocados
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nas baias para a realizacédo do experimento. Os animais pesavam aproximadamente
100 kg e foram divididos em grupos de 3 animais por baia e um animal selecionado

para ser o controle foi alojado em uma sala separada, totalizando 7 animais.

Além da experimentacdo com suinos, também aconteceu o acompanhamento
de um experimento com frangos de corte. Os animais estavam alojados no aviario
experimental da EMBRAPA e o experimento avaliou o uso de probidticos em
diferentes concentra¢des, no qual os animais foram alojados em grupos, desafiados
por via oral por um patégeno (Clostridium sp.) e monitorados quanto ao peso e
condicao clinica.

3.6.2 INOCULACAO EXPERIMENTAL

Como parte do experimento, apds serem identificados e separados em grupos,
os 88 suinos foram desafiados com uma cepa de E. coli, em uma soluc¢éo por via oral.
Ainoculacaofoifeitaindividualmente, utilizando umaplicador. Os grupos identificados

como controle foram inoculados com o mesmo volume por via oral, porém de solu¢do
salina.

No outro estudo realizado, com os suinos SPF, foi feita a inoculacdo de duas
cepas (A e B) de Actinobacillus suis, que foram isoladas a partir de amostras coletadas
de lesGes pulmonares em frigorificos. O estudo foi realizado para investigar a
capacidade do A. suis de causar lesfes respiratorias, pois o agente estd sendo
frequentemente isolado de amostras de frigorificos e pouco se sabe sobre sua
patogenicidade, por ser uma bactéria pouco relatada. A inoculacao foi feita por via
nasal,com uso de um gotejador, sendo utilizado o volume de 2 mL do in6culo. Como
eram suinos na fase de terminacédo e de dificil conten¢do, os animais passaram por
uma sedacao por via intramuscular para a realizacdo do procedimento. O animal
pertencente ao grupo controle recebeu o0 mesmo volume de solucéo de salina, por via

nasal.
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Figura 17. Suinosendodesafiado com A. suis por via nasal, com uso de um gotejador.

Fonte: arquivo pessoal.

No estudo realizado com frangos de corte, os animais receberam uma
inoculacao por via oral de Clostridium sp. através de uma pipeta de plastico e um
aplicador. A inoculacéo do microrganismo foi feita aos 13, 14 e 15 dias de idade dos

animais, acompanhada da pesagem dos mesmos em grupos.

3.6.4 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Como parte do acompanhamento do experimento, os 88 animais inoculados
com E. coli porvia oral tiveram as amostras de sangue e fezes coletadas uma semana
antes da inoculacédo,no diadainoculacédo e nos dias 7, 14, 21 e 35 apds a inoculacéo.
Cada animal foi contido individualmente, identificado pela mossa e pesado. Foi
utilizado um cavalete de madeira para a contencdo dos animais durante a coleta de.
O sangue foi coletado com o suino na posicéo horizontal e com a cabeca posicionada
para baixo, através de punc¢ao naveiajugular, e a seringa foi deixada em temperatura
ambiente, sendorapidamente levada ao laboratdrio para centrifugacéo apos o término
da coleta. As fezes foram coletadas da ampola retal, utilizando uma haste de algodao
para estimular a liberacdo das fezes, e a amostra foi armazenada em sacos? Ou outro

recipiente? em um botijao de nitrogénio liquido logo apds a coleta.
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Figura 18. Suino contido em um cavalete de madeira para a coleta de sangue. A
puncao foi feita na veia jugular e foram coletados aproximadamente 3 mL de sangue
de cada animal, mantidos em temperatura ambiente para posterior centrifugacéo e

obtencédo do soro. Fonte: arquivo pessoal.

3.6.5 AFERIC}AO DE PARAMETROS E TRATAMENTO DE ANIMAIS

Devido as caracteristicas do experimento, os animais inoculados com E. coli
foram avaliados diariamente quanto ao surgimento de sinais clinicos nos dias que
sucederam a inoculagéo. Foi avaliada a presenca de diarreia nas baias em que 0s
animais estavam alojados, a condicao corporal dos animais, ingestdode aguae racao
de cada baia e sinais de apatia dos animais. A consisténcia das fezes foi avaliada nos
dias em que foram feitas as coletas de amostras de fezes. Os animais também foram
monitorados, por 5 dias ap0s a inoculagao, quanto a temperatura retal, que foi aferida

individualmente de cada leitao.

Alguns animais apresentaram complicagbes do quadro clinico, com
emagrecimento progressivo e apatia. Estes animais foram medicados seguindo o
tratamento indicado pela literatura, com aplicacdo parenteral de antibiotico e anti-
inflamatorio. Caso algum animal estivesse em situacéo de sofrimento, seria feito o

protocolo de ponto final humanitario (eutanasia) e o animal seria necropsiado, com
coleta de amostras para avaliagOes laboratoriais.

No experimento realizado com a inoculagédo de A. suis, os animais foram

monitorados por sete dias apOs a inoculacdo (7 dpi), para acompanhamento da
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sintomatologia clinica respiratéria e afericdo da temperatura retal foi feita durante 4
dpi. Para avaliacdo da sintomatologia respiratéria, os animais eram avaliados quanto
ao padrdo da respiracéo, presenca de tosse e/ou espirros, dispneia e presenca de
secrecdo nasal. Durante o experimento, um dos animais inoculados com a cepa B de
A. suis apresentou um quadro respiratério com sinais de severa dispneia, apatia e
tosse. Devido a intensificacdo dos sinais clinicos, um animal do experimento foi
eutanasiado e necropsiado com aproximadamente 24 horas pés-infeccéo para coleta
de amostras. Com relacdo a temperatura retal, os animais inoculados comacepa A e
B apresentaram elevacdo da temperatura retal nos 2 dpi, atingindo a temperatura
maxima de 40,7 °C. Nos dias 3 e 4 pés-inoculacédo, a temperatura retal apresentou
diminuicao e retornou aos parametros normais (39°C).

3.6.6 LIMPEZA DAS INSTALACOES E MANEJO DOS ANIMAIS

Durante a realizacdo dos experimentos, 0s animais receberam racao e agua
em quantidades monitoradas, mas de acordo com suas necessidades. Os animais
foram avaliados diariamente quanto a condicao clinica, ingestédo de alimento e 4gua.
As baias foram limpas diariamente com o uso de um raspador e as oscilacdes de

temperatura na sala foram monitoradas.

3.6.7 EUTANASIA E DESTINO DOS ANIMAIS

Com o final do experimento, todos os animais foram eutanasiados. O processo
de eutanasia utilizado foi a insensibilizagdo por eletrocussao seguida da sangria dos
animais. ApOs a sangria, os animais foram levados para a mesa de necropsia e as
amostras coletadas para posterior avaliagcdo foram armazenadas em formol
tamponado a 10% para posterior processamento, além de todas as alteracdes

macroscoépicas encontradas durante a necropsia terem sido registradas.

3.7 NECROPSIA
Durante o estagio na EMBRAPA, foi realizado o acompanhamento de varios

procedimentos de necrépsia durante a rotina do setor de patologia. As necropsias
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faziam parte da avaliacdo dos animais utilizados nos experimentos e também como

parte do monitoramento dos animais da granja interna da EMBRAPA.

Antes do inicio da necrépsia, é importante que todo o material necessario para
a coleta de amostras esteja devidamente separado. As avaliacbes macroscopicas
realizadas durante a necropsia dificilmente sdo suficientes para chegar a um
diagnaostico, sendo necessarias futuras analises laboratoriais das amostras coletadas
no momento da necrépsia. O procedimento de necrdpsia deve ser feito em um local
adequado e o médico veterinario deve utilizar equipamentos de protecdo durante a
realizacdo do procedimento. Entre os equipamentos estdo botas de borracha, luvas
de procedimento descartaveis, mascara descartavel cobrindo boca e nariz e roupa de

protecao.

Durante o procedimento de necrépsia, € importante anotar todas as alteracdes
encontradas e fotografar o que for mais relevante, para que essa informacéo possa
ser adicionada a ficha do animal. Os materiais para a coleta de amostras devem ser
separados e identificados de acordo com o animal necropsiado, podendo ser
utilizados frascos de formol tamponado a 10%, sacos plasticos com fechamento
Ziploc, seringas e agulhas estéreis, swabs de algodao e tubos Falcon.

O local da necropsia deve ser um local de facil limpeza e desinfeccéo, longe do
acesso de animais e da circulagéo de pessoas. Na EMBRAPA, existe uma instalagdo
propria para a realizacdo das necropsias, que possui o piso de facil limpeza, mesas
de aluminio de facil higienizacdo e camara fria para armazenamento de carcacas.
Apos todos os procedimentos de necrépsia, a sala passa por um processo de limpeza

e higienizagdo com o uso de 4gua e desinfetantes.

3.7.1 NECROPSIA DE SUINOS

O primeiro passo para a realizacdo de umanecropsia é estabelecer umaordem
de avaliacdo dos sistemas, de modo que nenhum 6rgéo fique sem ser avaliado. A
ordem deve ser memorizada pelo médico veterinario e deve ser seguida de maneira
sistematica toda vez que um animal for necropsiado. E importante obter informacées
sobre o quadro clinico e histérico do animal, idade e suspeita do que pode ter

acontecido de acordo com o histérico da granja.
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Primeiro deve ser feita uma avaliacao externa da carcaca antes de realizar sua
abertura. Deve ser observada a presenca de fraturas, sangue, mordidas, picadas,
marcas de brigas ou alteracdes na pele. Também deve ser observada a condicdo
corporal do animal, sinais de desidratac&o ou lesées. E importante avaliaras mucosas

e orificios externos quando a coloragéo, presenca de secrecdes e hemorragia.

Na abertura da carcaca, é feito o rebatimento dos membros toracicos e
pélvicos. No membro pélvico, € importante seccionar a capsula e o ligamento da
articulacédo coxofemoral. No momento da seccao, deve-se avaliar o aspecto do liquido
sinovial. Em seguida, a pele deve ser abatida com uma secc¢éo longitudinal da linha
média do térax até o abdémen ventral. Os linfonodos inguinais devem ser avaliados

guando a pele for rebatida.

A seguir, a cavidade abdominal deve ser aberta e as visceras expostas. Deve-
se tomar cuidado paranéo perfurar os intestinos e avaliar quanto & presenca de liquido
ou aderéncias na cavidade. Quanto ao térax, deve-se fazer umainciséo no diafragma
e avaliara presenca de pressao negativa, depois deve ser feitaremocéao das costelas

e verificacdo se ha aderéncias, liquido ou fibrina na pleura e no saco pericardico.

A avaliagdo dos orgdos deve ser feita em blocos. Ainda sem retirar da carcaca,
cada 6rgao deve ser avaliado quanto a sua posicao anatémica, tamanho e coloracao.
Os 6rgaos da cavidade toracica (pulmao, coracao, traqueia e esdéfago) costumam ser
removidos em conjunto, enquanto que o figado, o baco e os rins sdo removidos
separadamente. O estdmago € removido em conjunto com os intestinos delgado e
grosso e o0 pancreas. Para as fémeas, € importante fazer a avaliacdo do Utero e

ovarios em conjunto com a bexiga.

E importante tomar cuidado com a contaminacg&do de amostras durantea coleta.
Se as amostras forem destinadas ao diagnéstico microbiolégico, devem ser coletadas
de maneira estéril, colocadas em sacos plasticos com lacre Ziploc e mantidas em
refrigeracdo até o momento do processamento. Caso as amostras sejam destinadas
ao diagnostico histopatologico, devem ser mantidas em formol tamponado a 10% por
pelo menos 24 horas para fixacdo. A identificacdo e envase das amostras é crucial
para um bom diagnostico e deve ser sempre acompanhadodafichade necrépsiacom

as lesbes macroscopicas, historico e suspeita clinica.
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Outra técnica de necrépsia comumente utilizada pelos veterinarios durante o
periodo de estagio foi umatécnica que realiza o rebatimento dos membros pélvicos e
toracicos seguida de abertura da cavidade toracica simultaneamente com a cavidade
abdominal, ap6s a realizacdo de um corte nos musculos e regido da cartilagem do
manubrio e segmentacao das costelas, seguindo para o abatimento da musculatura e
pele do abdémen e realizando a abertura total da carcaga antes de realizar a avaliacao
dos érgéos.

ke :
o
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Figura 19. Imagens de necropsias realizadas durante o periodo de estagio. A.
Abertura da cavidade abdominal de um leitdo na fase de creche, com presenca de
extravasamento de contetido gastrointestinal. B. Ulcera gastrica encontradaem leit&o,
na fase de creche, com perfuragdo do estbmago e extravasamento de contetdo. C.
Necrépsia de uma matriz, com exposicao do Utero para retirada dos fetos e avaliacéo.
D. Necropsia de uma matriz, com grande distensdo abdominal. Foi encontrado grande
aumento de volume na regido de estbmago e baco e, apés avaliacéo, foi constatada

a causa da morte por tor¢cdo gastro-esplénica. Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 20. Achados macroscopico de uma necropsia realizada em um suino na fase
de terminagdo. A. Hemopericardio (acumulo de sangue dentro do pericérdio) e
pericardite. B. Areas vermelhas e firmes de consolidac¢&o pulmonar, com aspecto de
“tabuleiro de xadrez” e presenca de fragmentos de fibrina. C. Acumulo de liquido livre
na cavidade abdominal (ascite). Fonte: arquivo pessoal. A suspeita foi uma infeccao
pelo virus da Influenza, seguida de uma infec¢éo bacteriana secundaria que evoluiu
para uma pericardite, porém apenas pelos achados de necropsia ndo é possivel

concluir o diagnéstico, sendo necesséario uma investigacao laboratorial completa.

3.7.2 NECROPSIA DOS SUINOS INOCULADOS COM A. suis

Apés o término dos 7 dias de acompanhamento dos animais inoculados
experimentalmente com A. suis, foi realizada a eutanasia dos mesmos utilizando
eletrocusséo seguida da sangria. Depois, as carcacas foram avaliadas quanto as

lesBes respiratdrias e acometimento dos demais Orgaos.

De maneira geral, a infecgdo ficou restrita ao trato respiratorio, com lesdes
restritas ao pulméo e a pleura e, majoritariamente, acometendo o lado direito do
pulmdo. Nao foram encontradas alteracbes nos demais 0Orgdos e as lesdes
assemelharam-se com as lesGes causadas por A. pleuropneumoniae, com
caracteristica nodulares e aspecto necrotico-hemorragico. A seguir, estdo
apresentadas fotos exemplificando os achados de necrépsia.
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Figura 21. Achados de necropsia de suinoinoculado com cepa A de A. suis. A. Com
a inspecao do pulmao, foram encontrados n6dulos com contetdo purulento nos lobos
cardiaco e apical direito, com extensa area de lesdo necrotico-hemorragica no lobo
diafragmatico. B. Apresentou,  também, aderéncias e conteudo

amarelo/esbranquicgado (fibrina) na cavidade toracica. Fonte: arquivo pessoal.

Figura 22. Achados de necrépsia de suino inoculado com cepa B de A. suis, que
apresentou sinais clinicos de dispneia severa e tosse 24 horas p0s inoculacao. A.
Havia a presenca de liquido no pericardio e na pleura, com presenca de fragmentos
de fibrina. B. A lesdo pulmonar encontrada foi uma lesdo nodular multifocal, com
aspecto necrotico, hemorragico e firme, localizada nos lobos diafragmético, cardiaco
e apical do lado direito. Fonte: arquivo pessoal.
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3.7.3 NECROPSIA DE AVES

Para o procedimento de necrdpsia de aves, 0s animais eram frangos de corte
de 28 dias oriundos do experimento que utilizou probiéticos na racdo. Com arecepcéo
dos animais, foi feita a pesagem e avaliagéo individual quanto a alteragGes externas,
seguido do processo de eutanésia por desarticulacao cervical. Em seguida, a carcaca
foi colocada em submerséo na agua e feita a avaliagdo externa, que busca avaliar a
presenca de lesdes e alteracdes. Inicia-se pela cabeca e avalia as crista e barbelas,

olhos, bico e cavidade oral, penas e articulacfes das asas, jarrete e pés.

Em seguida, inicia-se a abertura da carcaga. Deve-se realizar uma inciséo na
pele entre as penas e o abddémen, retirando-a em sentido cranial e expondo a
musculatura do peito. Com uma tesoura, deve ser feito um corte no pescoc¢o da ave
até a mandibula inferior e prosseguir para a desarticulacdo da articulacdo
coxofemoral. Os musculos abdominais e costelas devem ser cortados na regido da
articulacéo e todo o peitoral deve ser aberto, rebatendo a musculatura para expor 0s
orgaos internos.

Os orgdos internos devem ser avaliados separadamente, iniciando-se pelos
sacos aeéreos, articulacoes, esterno, coracdo e figado. O trato gastrointestinal &
removido da carcacga a partir da moela em conjunto com o proventriculo e intestinos.
E importante avaliar o baco, alcas duodenais, pancreas e diverticulo de Meckel
durante a retirada dos intestinos. A Bursa de Fabricius estd mais proxima da cloaca e
também deve ser avaliada, por ser um 6rgdo linfoide importante. O experimento
realizado tinha o objetivo de coletar amostras do intestino, proximas ao diverticulo de
Meckel, para a realizacdo da histomorfometria. Os demais 6rgdos foram somente
avaliados rapidamente e alteragbes encontradas foram anotadas nas fichas de cada
animal. O intestino foi totalmente mensurado quanto ao comprimento e peso. Os

fragmentos de intestino coletados foram colocados em formol tamponado a 10%.
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Figura 23. Achado durante a necropsia dos frangos de corte, dilatagdo de
proventriculo. Fonte: arquivo pessoal.

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O periodo de estagio curricular foi de grande importancia para o0 meu
desenvolvimento profissional e pessoal. Tive oportunidade de conhecer diversos
profissionais que atuam na area da suinocultura, desde pesquisadores até
extensionistas, tendo a oportunidade de aprender sobre os diferentes papéis que um
médico veterinario pode desempenhar no setor da suinocultura, como parte
fundamental e um elo importante entre a producao e a sanidade animal.

Foi muito importante participar ativamente dos experimentos realizados pela
EMBRAPA, conhecer os procedimentos adotados e vivenciar as situacdes adversas
que aparecem quando trabalhamos com experimentacdo animal. Também tive
oportunidade de aprimorar minhas habilidades laboratoriais, conversando com
técnicos e pesquisadores que possuem anos de experiéncia. O ambiente criado
durante o estagio na EMBRAPA — Suinos e Aves é bastante acolhedor, permitindo-
me sanar duvidas e discutir casos e situacdes cotidianas na criacdo de suinos, além
de contar com o apoio e os conselhos dos funcionarios, outros estagiarios e
colaboradores.

Por fim, diante da vivéncia obtida no estagio curricular, consigo ter uma visao
mais ampla do papel do médico veterinarionasuinocultura,tanto diretamente atuando

nas granjas em contato com produtores e desafios a campo, quanto na equipe
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laboratorial. A pesquisa desenvolvida pela EMBRAPA é fundamental para guiar o
futuro, trazendo inovacdes e modernidade a cadeia produtiva, ao mesmo tempo em
que avanca em direcdo a um desenvolvimento sustentavel e promissor para a
suinocultura brasileira. A experiéncia adquirida durante o estagio complementa
minhas vivéncias anteriores, incluindo outros estagios extracurriculares e
aprendizados tedricos durante a graduacdo, aprimorando meus conhecimentos
cientificos e auxiliando no desenvolvimento das minhas habilidades profissionais e

pessoais como futura médica veterinéria.
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Il. REVISAO DE LITERATURA

Assunto de Interesse: Influenza Suina: estratégias para controle envolvendo
biosseguridade, vacinacdo e manejo.

1. RESUMO

A influenza suina é uma enfermidade causada pelo virus da Influenzatipo A,
descrito pela primeira vez como agente causador de doenca respiratéria em suinos
em 1918. A influenza suina é uma enfermidade endémica nas granjas comerciais do
Brasil e do mundo, sendo consideradaum agente primario no Complexo das Doencas
Respiratérias de Suinos e que, associada a agentes secundarios, agrava o quadro
clinico e causa prejuizos econdmicos com o0 aumento da mortalidade e da incidéncia

de lesdes ao abate.

O virus causa uma doenca respiratoria aguda em suinos, caracterizado por
espirros, tosse e anorexia, que resulta em uma alta morbidade e baixa mortalidade de
animais, afetando diretamente os custos de produc¢édo. Além disso, o virus da Influenza
€ uma zoonose e gera preocupacao pela sua alta mutabilidade e disseminacéo,

acometendo tanto suinos quanto humanos, sendo o virus responséavel pela pandemia
de 2009.

Atualmente, o controle da influenza € um desafio nas granjas ao redor do
mundo. Seu correto diagnéstico e monitoramento deve ser realizado visando o
controle nas criacBes comerciais, a fim de reduzir os prejuizos econémicos que
acompanham sua presenca nas granjas. O controle da influenza atualmente é

realizado através da vacinacao, praticas de biosseguridade e manejo.
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O presente estudo busca apresentar uma revisao de literatura a respeito do
virus da influenza em suinos, sua epidemiologia, impacto econdmico, importancia

para a suinocultura mundial e estratégias de controle.

2. INTRODUCAO

O agente etiolégico da influenza suina € um virus de RNA fita simples
polimorfico envelopado com 80-120nm de diametro pertencente a familia
Orthomyxoviridae (SHAW & PALESE, 2007). Somente o virus da influenza A (VIA) é
capaz de causar doenca clinica em suinos e afeta também humanos e outras
espécies, sendo este um fator importante para seu papel como zoonose (SCHAEFER
etal., 2019). Duasglicoproteinas de superficie principais estdo presentes noenvelope
viral: hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) (GAMBLIN & SKEHEL, 2010). Com
base naspropriedades antigénicasdaHA e da NA, os virus da influenza sao divididos
em 18 subtipos de HA (H1-H18) e 11 subtipos de NA (N1-N11) (GAMBLIN &
SKEHEL, 2010; TONG et al., 2013). A glicoproteina HA se liga aos receptores do
hospedeiro e facilita e invaséo do virus, permitindo a replicagéo viral nas células do
trato respiratério, que acompanha o surgimento dos sinais clinicos da fase aguda da
doenca, enquanto que a glicoproteina NA atua como um sitio de ativagdo enzimatica
(SCHAEFER etal., 2019; DAVID et al., 2020).

O virus foi descrito pela primeira vez como causador da influenzaem suinos
em 1918 (KOEN, 1919), com a pandemia da gripe espanhola. Em 2009, ocorreu a
deteccdo do virus HIN1 pandémico e a influenza ganhou maior notoriedade,
passando a ser detectado em granjas no Brasil. Antes disso, haviam poucas
evidéncias da circulacdo do agente nos rebanhos brasileiros (SCHAEFER et al.,
2019). Em 2011 foram isolados pela primeira vez em suideos do Brasil VIA dos
subtipos HIN2 e H3N2 (BIONDO et al., 2014; SCHAEFER et al., 2015). A pandemia
de 2009 levou a uma preocupacao crescente sobre a transmissao de viroses suinas
para humanos. No entanto, estudos apds a pandemia mostraram que Sao 0s Virus
humanos que sdo transmitidos para os suinos e resultam em uma transmisséo

continua, sendo muito mais frequentes do que a infeccdo de humanos por virus de
origem suina (NELSON et al., 2014; RAJAO et al., 2019).
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Os virus da influenza aviaria se ligam especificamente aos receptores de acido
sialico a-2, 3-galactose, que sdo abundantes nas células epiteliais da traqueia de
aves, enquanto que os virus da influenza humana tém afinidade com os receptores
de &cido sidlico a-2, 6-galactose, que sao abundantes na traqueia de humanos. No
entanto, os suinos possuem os dois receptores de acido sialico, tanto a-2, 3- quanto
a-2, 6-galactose, permitindo que sejam susceptiveis tanto aos virus de origem humana
quanto aviaria (ITO et al., 1998). Historicamente, acredita-se que 0s suinos sejam
hospedeiros intermediarios ou “recipientes de mistura” do virus influenza devido a
essa suscetibilidade ainfeccéo pelovirus de influenzatanto de origem humanaquanto
de origem aviaria e acabam se tornando hospedeiros para a emergéncia de novos
virus através de rearranjos ou trocas de genes (SCHOLTISSEK, 1990; DUCATEZ et
al., 2011; SCHAEFER et al., 2015; SCHAEFER et al., 2019; RAJAO et al., 2019).

Devido ao potencial de transmissao dos virus humanos para 0s suinos, 0s
trabalhadores de granjas desempenham um papel fundamental na dinamica da
enfermidade, pois estdo em contato direto com os animais (RAJAO et al., 2019; LI &
ROBERTSON, 2021). Virus da influenza de origem humana foram relatados
circulando em suinos em diversos paises da Africa, Asia, Europa e América, incluindo
0 Brasil (NELSON et al., 2014; CAPPUCCIO et al., 2011; GOMAA et al., 2018;
NELSON et al., 2015a; SCHAEFER et al., 2015). A transmisséo de virus humanos
para 0s suinos resulta no estabelecimento de varias linhagens virais de origem
humana, aumentando a diversidade antigénica do virus da influenza globalmente
(RAJAO et al., 20109).

3. TRANSMISSAO, PREVALENCIA E IMPACTO ECONOMICO

A suinoculturapassou, nas ultimas décadas, por um processo de intensificacdo
que tornou o controle de doencas um desafio. O grande aumento no tamanho dos
sistemas de producéo trouxe paralelamente um aumento na densidade animal em
determinadas areas geograficas, aumentando a pressdo de infeccao
(SOBESTIANSKY, 2002; ZANELLA et al., 2016). O principal método de producéo
usado pela industria suina brasileira € a producéo integrada, onde varias fazendas

sdo coordenadas e cada uma é responsavel por uma etapa da fase de producéo
(SILVA et al., 2019).
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Com relagéao ao virus da influenza, houve uma mudanca em sua dinamica,
podendo surgir na forma de surtos ou na forma endémica. Em sistemas de criagcao
nao-intensivos, a influenza aparece na forma de surtos, apresentando sinais clinicos
em todo rebanho seguido por uma rapida recuperacdo e desenvolvimento da
imunidade de rebanho (OLSEN et al., 2012). Com a mudanca para a suinocultura
intensiva, as granjas se tornaram infectadas por um periodo maior, por conta da alta
rotatividade e introducao de animais no rebanho, o que caracteriza a forma endémica
(LI & ROBERTSON, 2021; LAGAN et al., 2024).

Como agente endémiconas granjas (OLSEN, 2000), relatos de multiplas cepas
co-circulando em rebanhos comerciais simultaneamente foram descritos (DIAZ et al.,
2017). As matrizes e leitdes desmamados sdo considerados os reservatorios para o
virus (LOEFFEN et al., 2009) e os responsaveis por mantar sua forma endémica
(WHITE et al., 2017), que ocorre principalmente apés o desmame (21 ou 28 dias de
idade), afetando leitbes em lotes sucessivos na fase de creche e favorecendo
constantes problemas sanitarios nas granjas (SCHAEFER et al.,, 2019; LI &
ROBERTSON., 2021).

A imunidade de rebanho em populacdes altamente densas pode variar devido
a diferencas na idade e origem dos animais, exposicéo prévia ao virus ou aplicacao
de vacina e, especialmente, devido a taxa de reposicéo intensiva, que contribui para
uma introducao constante de animais susceptiveis no rebanho (TORREMORELL et
al., 2012), que ndo possuiam protecao prévia contra o virus dainfluenza circulante na
granja, mantendo uma populacao susceptivel em constantemente renovacéo (LI &
ROBERTSON 2021; LAGAN et al., 2024).

A principal via de transmissédo da influenza suina é através do contato direto
com secregbes oro nasais de animais infectados (VAN REETH et al., 2019). A
transmissdo por via de aerossoéis também se mostrou possivel durante surtos da
doenca em rebanhos, tornando uma fonte de infec¢cdo importante e um risco de
exposicdo para os humanos durante os surtos (NEIRA et al., 2016). Além dos
aerossois, os fémites (ferramentas de manejo e vestimentas dos trabalhadores como

botas e luvas) tém uma participagdo importante na disseminacdo da doenca como
uma rota indireta (ALLERSON et al., 2013a; VAN REETH et al., 2019).
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Outras vias de transmissdo sao importantes para a introducdo do virus em
granjas comerciais: o contato do rebanho com animais selvagens (da SILVA
ANDRADEetal., 2022) e a introducao de animais de reposi¢cdo sem devida realizacao
de quarentenaevacinacao (RYT-HANSEN et al., 2022). Além disso, os trabalhadores
que tém contato direto com os animais devem ser vacinados anualmente contra
influenza(SCHAEFER etal., 2019), a fim de evitar a transmisséo do virus da influenza

humana para 0s suinos e possiveis novos rearranjos virais (RAJAO et al., 2019).

A influenza esta associada com alta morbidade e, embora a mortalidade seja
consideradabaixa (<1%), as consequénciasecondmicas sao significativas em granjas
comerciais, com queda de desempenho devido ao aumento da conversao alimentar e

aos custos de medicamentos antimicrobianos para controlar infec¢gées secundarias
(ALVAREZ et al., 2015).

Com distribuicdo mundial, a prevaléncia do virus da influenza nos Estados
Unidos foi avaliada por CORZO et al. (2013) que encontrou 90,6% de prevaléncia nos
rebanhos e 4.6% de prevalénciaindividual através de uma deteccdo por RT-PCR em
tempo real. Na Europa, um estudo avaliou os rebanhos da Bélgica, Franca, Italia e
Espanha, encontrando uma prevaléncia de 90% nas granjas de ciclo completo, com
um nivel de prevalénciaindividual de 62%. Entre as granjas positivas, 49% estavam
infectadas com um subtipo, 38% com dois subtipos e 3,9% com trés subtipos virais
(KYRIAKIS etal., 2013).

No Brasil, 0 agente esta difundido nosrebanhos comerciais de suinos (MORES
etal., 2015; SCHAEFER etal., 2011). Comrelacao a prevalénciado virus da influenza
no Basil, SILVA et al. (2019) encontrou umalto namero de matrizes soropositivas para
VIA (aproximadamente 64% das porcas amostradas) em granjas comerciais no sul do
Brasil. Em todas as granjas avaliadas, os anticorpos para o VIA foram produzidos pela
exposicdo natural ao virus, uma vez que as porcas nao foram vacinadas contra a
enfermidade. O subtipo de VIA mais prevalente em porcas foi o HIN1pdmQ9, e a
coinfec¢cdo com o virus HIN2 foi observada em 90,5% dos rebanhos estudados
(SILVA et al., 2019).

Em um estudo recente, FERREIRA et al. (2022) amostrou leitdes de creche de
diferentesgranjas do estado de SantaCatarina e, através do ensaiode RT-gPCR com

amostras de swab nasal, encontrou uma positividade de 70,3% (297/423). Os leitdes
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amostrados apresentavam sinais de tosse e hipertermia no momento da coleta de
amostras. ApoOs a subtipagem, o subtipo mais prevalente foi o H3N2, seguido pelo

H1IN1lpdm. O subtipo HIN2 foi encontrado somente em ensaios soroldgicos
(FERREIRA etal., 2022).

O impacto econémico do VIA para os produtores de suinos apresenta uma
perda financeira estimada por DONOVAN (2005) e HADEN et al. (2012) de US$ 10,31
e US$3,23, respectivamente, por suino produzido. Além disso, comparando animais
com e sem lesdes pulmonares ao abate, FERRAZ et al. (2020) estimou uma perda de
U$6,55 por animal com les6es pulmonares ao abate.

Além das perdas relacionadas com condenacéo de carcacas, a influenza afeta
também os parametros produtivos dos rebanhos. As granjas positivas e vacinadas
para influenza, quando comparadas a granjas negativas, ttm maior mortalidade de
animais, com reducédo de 19.4 toneladas de carne produzida por ano, além do maior
consumo de racao, fazendo com que os animais figuem uma semana a mais em cada
estagio de producio (DIAZ et al., 2020).

4. COMPLEXO DAS DOENCAS RESPIRATORIAS DE SUINOS

A incidéncia de doencas respiratdrias € maior em suinos do que em outras
espécies de animais domeésticos, pois a producao intensiva e a alta densidade animal
favorecem a transmisséo e a persisténcia de patégenos na granja (OPRIESSNIG et
al., 2011). As infeccdes respiratérias sdo o principal problema sanitario a ser
controlado, tendo como consequéncias a reducédo da produtividade e do ganho de
peso, aumento da mortalidade e dos custos com medicamentos antimicrobianos, sem
mencionar as questdes relacionadas ao bem-estar animal (TORREMORELL et al.,
2009). As doencasrespiratorias ganharammaior espaco devido a quedanacirculacdo
e naqualidade do ar disponivel nos galpdes com 0 aumento da densidade de animais
alojados, mistura de animais de diferentes origens e estresse (BARCELLOS et al.,
2008a; MORES et al., 2015).

Na maioria das vezes, os quadros clinicos respiratérios nas fases de
crescimento e terminagdo sdo causados pela associacdo de dois ou mais
microrganismos (HANSEN et al., 2010; OPRIESSNIG et al., 2011). Essa associacao

de dois ou mais patdégenos nas infeccdes respiratérias é conhecido como complexo
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das doencas respiratérias dos suinos (CDRS). O CDRS é uma sindrome multifatorial
que afeta o sistema respiratério de suinosemtodo o mundo, sendo uma das principais
causas de perdas na producéo (CHAE, 2016). Fatores nédo infecciosos associados ao
manejo, como densidade animal, controle insuficiente da temperatura, mistura de
leitbes de varias origens e outros como umidade, ventilagcdo insuficiente, altas
concentragdes de amonia, poeira e altos niveis de estresse (HANSEN et al., 2010;
OPRIESSNIG et al., 2011; CHAE, 2016; MORES et al., 2015; BARCELLOS et al.,
2008) contribuem para o surgimento do CDRS.

Entre os agentes infecciosos que fazem parte do CDRS, estdo presentes o0s
agentes virais considerados agentes primarios: o virus da sindrome reprodutiva e
respiratéria suina (PRRSV), virus da influenza (VIA) e circovirus suinotipo 2 (PCV2).
Como agentes primarios bacterianos, podemos citar o Mycoplasma hyopneumoniae
e Actinobacillus pleuropneumoniae (OPRESSING et al., 2011). O virus da influenza
suina é o patdégeno viral primario mais importante no Brasil, seguido pelo circovirus
suino tipo 2 (PCV2), jA que o virus da sindrome respiratéria e reprodutiva suina
(PRRSV) nunca foi relatado no pais (RECH et al., 2018).

Os patégenos considerados agentes primarios causam imunossupressao,
resultando na liberacdo de citocinas pré-inflamatérias e destruicdo do epitélio
respiratorio (SAADE et al., 2020). Assim, eles reduzem a defesa do trato respiratorio
e facilitama invasao de patdbgenos secundarios, que estdo presentes normalmente na
microbiota do sistema respiratorio (OPRIESSNIG et al., 2011). Entre os patégenos
secundarios do CDRS podemos citar a Pasteurella multocida, Bordetella

bronchiseptica, Glaesserella parasuis, M. hyorhinis e Streptooccus suis
(BROCKMEIER et al., 2014).

O grande impacto econdmico decorrente dos problemas respiratorios se deve
ao agravamento das taxas de conversao alimentar, reducédo do ganho de peso dos
animais, aumento da morbidade, mortalidade, dos custos com medicamentos e perda
da qualidade da carcaca ou até mesmo condenagdes no frigorifico devido a presenca
de lesdes pulmonares (SZEREDI et al., 2015). As alteracfes patoldgicas pulmonares
e sinais clinicos apresentados pelos animais acometidos pelo CDRS dependem do
tipo de patdgeno envolvido, dos fatores ambientais e da sinergia causada pelas co-
infeccbes (SAADE et al., 2020).
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DIAZ et al. (2020) avaliou o impacto econémico do CDRS em rebanhos da
Irlanda. Em granjas de ciclo completo positivas para patdgenos respiratorios do
CDRS, como PRRSv, influenzaou M. hyopneumoniae, o lucroanual € menor e o risco
de perdas econdmicas aumentou consideravelmente com a positividade aos
patdgenos. Nesse estudo de DIAZ et al. (2020), as granjas positivas para M.
hyopneumoniae foram as que tiveram maior perda do lucro anual. Isso pode ser
devido aos efeitos sinérgicos entre patdogenos respiratérios (OPRIESSNIG et al.,
2011), pois as co-infec¢des bacterianas-virais podem exacerbar a patogenicidade das
doencas respiratorias (OPRIESSNIG et al., 2011; THACKER et al., 2001; DEBLANC

et al., 2012). Neste estudo, as fazendas positivas para M. hyopneumoniae tinham
maior probabilidade de também serem positivas para PRRSv e/ou VIA.

5. PATOGENIA

O curso deinfeccdodainfluenza emsuinos é curto, de 5 a 7 dias, e a replicagéo
viral é limitada ao trato respiratério, infectando principalmente as células epiteliais que

revestem a superficie do trato respiratério, da mucosa nasal aos alvéolos (JANKE,
2014).

A lesé@o microscopica caracteristica da fase aguda é a bronquite necrosante e
a bronquiolite. Lesbes de pneumonia intersticial e bronquite/bronquiolite epitelial
proliferativa observadas no exame histopatolégico sdo compativeis com o quadro
crbnico provocado por este virus (SCHAEFER et al., 2011). Na microscopia, podem
ser observados focos de necrose coagulativa nos alvéolos, epitélio bronquial e
bronquiolar, reacdo inflamatoéria-exsudativa nos bronquios, bronquiolos e alvéolos e
areas de atelectasia com espessamento dos septos alveolares (SOBESTIANSKY &
BARCELLOS, 2007).

Como o virus entra no pulméo através das vias aéreas, a manifestacdo
macroscépica mais consistente da infeccao pelo virus influenza é a broncopneumonia
cranio-ventral (MAES et al., 2023). O pulméo com lesbes de influenza apresenta
I6bulos com areas multifocais de consolidacéo vermelho-escuras bem demarcadas e
presenca de exsudato espumoso nas passagens aéreas (JANKE, 2014). A leséo
macroscépica da influenza é muito semelhante as lesbes causadas por M.
hyopneumoniae (SOBESTIANSKY & BARCELLOS, 2007). Em sua forma aguda
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grave, 0 pulméo encontra-se difusamente congestionado com edema interlobular
proeminente e espuma extensa nos brénquios e traqueia, como resultado de uma

resposta exagerada de citocina (JANKE, 2014).

Figura 24. Pulmdo com areas vermelhas e firmes, caracteristico da
consolidacdo pulmonar cranio-ventral multifocal causada pela influenza. Fonte:

Imagem cedida pelo médico veterinario Marcos ZanellaMores, analistada EMBRAPA
Suinos e Aves.

Figura 25. Consolidagdo pulmonar multifocal. Fonte: Imagem cedida pelo
médico veterinario Marcos Zanella Mores, analista da Embrapa Suinos e Aves.
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Na ocorréncia de uma epidemia de influenza, quando o virus entra em um
rebanho sem imunidade prévia (suinos soronegativos), a doenca é caracterizada por
surtos de infeccdo respiratéria aguda podendo atingir 100% de morbidade
(SCHAEFER et al., 2019). Os sinais clinicos observados sao hipertermia (40,5°C -
41,5°C), anorexia, relutancia do suino em levantar-se, taquipneia, conjuntivite,
secre¢do nasal mucoide discreta, espirros, dispneia e, apos alguns dias, observa-se
tosse (VAN REETH & VINCENT, 2019). Podem estar presentes infeccdes
secundarias por bactérias como Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella
multocida, Mycoplasma hyopneumoniae, Glaesserella parasuis e Streptococcus suis

tipo 2, 0 queresultaem umaintensificacdo dossinaisclinicos (DEBLANC etal., 2013).

As matrizes infectadas pelo virus da influenza podem apresentar sinais clinicos
reprodutivos como retorno irregular ao estro, aborto ou parto prematuro e maior
incidéncia de leitdes natimortos e mumificados (SCHAEFER et al., 2019). O quadro
reprodutivo causado pela influenza acontece devido a febre, pois ndo ha evidéncias
claras de que os virus da influenza infectem o trato reprodutivo ou induzam
diretamente doencas reprodutivas (VAN REETH & VINCENT, 2019). A inflamacao
pode causar a liberacdo de prostaglandinas, que causalutedélise e subsequente perda
do controle da gestacdo devido a diminuicdo da producéo de progesterona (MAES et
al., 2023).

Em rebanhos parcialmente imunes ao virus, os sinais clinicos da infec¢éo néo
séo evidentes, mas a presenc¢ado virus pode afetar o desempenho do rebanho pelo
aumento da taxa de conversdo alimentar. Os suinos infectados consomem uma

guantidade maior de racédo e necessitam de um maior tempo para atingir o peso de
abate quando comparados a suinos néo infectados (SCHAEFER et al., 2019).

5. DIAGNOSTICO

Os sinais clinicos das enfermidades respiratérias em suinos néo sao
patognomonicos (MAES et al., 2023) e, no caso da influenza, podem ser confundidos
com os sinais de outras enfermidades respiratorias. Portanto, o diagnéstico ndo pode
ser baseado em sinais clinicos, sendo necessario detectar a presencga do agente
(SCHAEFER etal., 2019).
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5.1 AMOSTRAGEM E SELEC}AO DE ANIMAIS

A escolha do animal para a realizacdo dos exames laboratoriais € muito
importante para o correto diagnostico da influenza. A forma mais eficaz de realizar o
diagndstico € por meio da amostragem de mdultiplos animais, pois as chances de
encontrar animais no pico da eliminacéo viral durante a fase aguda da doenca séao
maiores (SCHAEFER etal., 2019).

Suinos comegam a excretar o virus 24 a 48 horas pos-infeccdo e o pico da
eliminacdo do virus acontece entre quatro a oito dias apds a infeccdo viral,
caracterizando a fase aguda, na qual é possivel ser feita a deteccdo direta do agente
(SCHAEFER etal., 2013 e 2019).

O surgimento dos sinais clinicos respiratérios néo indica que o animal esta
eliminando o virus, pois, embora a tosse seja um sinal caracteristico da influenza em
suinos, quando o animal comeca a manifesta-la, em muitos casos, o periodo de
eliminacéoja cessou e o animal pode estar acometido por outros agentes respiratérios
qgue intensificam a manifestacéo clinica (JANKE, 2014). Um bom indicador da fase
agudada infeccao viral é o aumento da temperatura corporal (hipertermia), que pode
ocorrer 24 horas pos-infeccdo (SCHAEFER etal., 2019; JANKE, 2014).

As amostras coletadas sdo frequentemente analisadas em pools. A
amostragem antemortem envolve a coleta de secre¢ao nasal, fluido oral e soro. As
amostras postmortem incluem a coleta de swab traqueal ou fluido de lavado
broncoalveolar e por¢des frescas e fixadas em formalina do pulméo (JANKE, 2014;
SCHAEFER etal., 2019).

5.2 HISTOPATOLOGIA

As amostras para o diagndstico histopatolégico e imuno-histoquimico devem
ser acondicionadas em formalina tamponada a 10% e mantidas em temperatura
ambiente (23°C). A presenca de lesfes histoldgicas caracteristicas de infecgéo pelo
VIA, quando visualizadas, nao séo confirmatérias da presencado virus (SCHAEFER
et al., 2019).
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O exame histopatologico do tecido pulmonar permite visualizar as lesdes
agudas que sdo quase patognomdnicas e permite visualizar lesbes crbnicas, que
permanecerdo mesmo apos o virus ser eliminado (JANKE, 2014).

A confirmacao da presenca do virus da influenza é feita por meio da técnica de
imuno-histoquimica (IHQ), sempre em associagdo com a visualizacdo das lesbes

histoldgicas. O anticorpo preferido € um anticorpo monoclonal contraa nucleoproteina

tipo A conservada porque ele detectard o virus influenza de todos os subtipos (JANKE,
2014).

Figura 26. Espessamento dos septos alveolares por infiltracao linfoplasmocitéria —
pneumoniaintersticial. Fonte: Imagem cedida pelo médico veterinario Marcos Zanella
Mores, analista da Embrapa Suinos e Aves.
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Figura 27. Bronquiolite necrética aguda. Fonte: Imagem cedida pelo médico
veterinario Marcos Zanella Mores, analista da Embrapa Suinos e Aves.

Figura 28. Bronquiolite epitelial proliferativa crénica. Fonte: Imagem cedida pelo
médico veterinario Marcos Zanella Mores, analista da Embrapa Suinos e Aves.

Figura 31. Imuno-histoquimica (IHQ) positiva para influenza A. Marcagdo vermelha
no epitélio bronquiolar. Fonte: Imagem cedida pelo médico veterinario Marcos Zanella

Mores, analista da Embrapa Suinos e Aves.
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5.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Para o diagnéstico virolégico, as técnicas moleculares que detectam o RNA
viral, como RT-PCR e RT-gPCR sao as mais sensiveis e especificas, permitindo a
deteccdo do &cido nucleico viral mesmo em amostras com baixa carga viral ou
contendo virus néo viavel (ZHANG et al., 2014). As técnicas de PCR sao usadas
atualmente rotineiramente para diagnostico porque um grande numero de amostras
pode ser manuseado de forma eficiente e porque o método é menos afetado pela
qualidade da amostra (JANKE, 2014).

Os ensaios de PCR para o virus da influenza ttm como alvo um fragmento
conservado do gene M. Para a subtipagem, € necessario utilizar primers especificos
para diferentes segmentos do gene, principalmente HA e NA (HENRITZI et al., 2020).
Ensaios de PCR em tempo real para influenza foram desenvolvidos em 2004 (RICHT
et al., 2004) e, quando comparado com a PCR convencional, pode ser realizado em
umtempo menor e diferenciar os subtipos de VIA, além de permitir a quantificacdo da
carga viral e ndo apresentar chances de contaminacéo cruzada das amostras com a
manipulacéo apos a reacao de PCR (LI & ROBERTSON, 2021).

Com relagéo a preocupacao com a saude publica, a deteccdo de co-infeccles
com diferentes cepas virais em um rebanho é muito importante para a vigilancia
epidemiolégica da influenza (LI & ROBERTSON, 2021). Ensaios de RT-gPCR
Multiplex podem diferenciar os subtipos H1, H3, N1 e N2 do virus, porém a eficiéncia
depende dos primers utilizados serem especificos e nao apresentarem
incompatibilidades com a sequéncia-alvo, com primers desatualizados resultandoem
uma sensibilidade baixa. Os primers e sondas utilizados nas reactes de RT-gPCR
devem ser atualizados constantemente com a sequéncia-alvo do genoma viral do
virus circulante para manter umnivel étimo de deteccdo molecular (YANG et al., 2014;
LI & ROBERTSON, 2021).

5.4 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Para a deteccédo de anticorpos sao utilizadas amostras de soro, que devem ser
armazenadas a 4°C até o envio ao laboratério e depois mantidas a -20°C (CULHANE
& DETMER, 2014). Quando o objetivo do diagnostico for a deteccdo de anticorpos, o
soro deve ser coletado entre 10 e 14 dias pos-infec¢éo (dpi) (SCHAEFER etal., 2019).
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Testes soroldgicos contra o virus da influenza tém como alvo os anticorpos do
hospedeiro contra o virus. O uso de testes sorolégicos para a influenza possui valor
diagnostico limitado, uma vez que a doenca esta amplamente disseminada em
rebanhos suinos (LI & ROBERTSON, 2021). Além disso, a utilizacdo de vacinas
contra o VIA dificulta a interpretacdo dos resultados sorologicos, uma vez que 0s
testes néo diferenciam anticorpos induzidos pela vacinagao de anticorpos produzidos
apos infeccdo natural (JANKE, 2014). Os testes sorolégicos mais comuns Sao a
inibicdo da hemaglutinacdo (HI) e ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Kits
comerciais de ELISA foram desenvolvidos para detectar anticorpos para a
nucleoproteina (NP) do virus da influenza A por ser uma proteina conservada novirus
(GOODELL et al., 2016). Os testes por ELISA estdo disponiveis para facilitar o teste
de um grande niumero de amostras, no entanto, devido a variacdo antigénica, co-
infeccdes e uso generalizado de vacinas comerciais e autdgenas, o diagnostico da
infeccdo por influenza através do uso de técnicas soroldgicas se tornou muito mais
dificil (JANKE, 2014).

O teste de HI é mais simples e tem custo menor, além de ser mais rapido do
que o ELISA, porém a escolhado antigeno se torna complexa devido a diversidade
de virus da influenza, tornando o teste menos sensivel para vigilancia quando virus
heterélogos estédo presentes (GOODHELL etal., 2016). Para a realizacdo do teste de
HI, hemacias de espécies diferentes como galinhas, perus e porquinhos da india
podem ser utilizadas e a espécie da qual as hemacias sdo coletadas pode impactar

os titulos do teste de HI para o virus da influenza (WIRIYARAT et al.,, 2010;
OVSYANNIKOVA etal., 2014; LI & ROBERTSON, 2021).

As vantagens da utilizacdo de testes soroldgicos para influenza sdo o custo e
a facilidade de execucao, além de ser um teste mais sensivel para deteccdo de
animais expostos ao virus anteriormente, pois 0s anticorpos podem permanecer por
até 1,5 meses pos-infeccdo (GOODELL et al., 2016). Entre as limitacdes da sorologia,
a mais importante € que a informacédo obtida mostra a exposicdo prévia e nédo a
condicado atual dos animais, além de néo ser possivel realizar o isolamento viral ou
obter informacbes sobre potencial pandémico de diferentes cepas (LI &
ROBERTSON, 2021). Reac¢des cruzadas podem acontecer entre linhagensdiferentes

dentro de um subtipo ou entre subtipos diferentes e a presenca de anticorpos de
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origem materna também interfere nos resultados (ALLERSON et al., 2013b; DETMER
et al. 2013).

5.5 ISOLAMENTO VIRAL

As amostras para o diagnostico virologico devem ser armazenadas a 4°C até o
envio ao laboratério e depois devem ser mantidas a -80°C. Testes diagndsticos para
deteccéo viral devem ser aplicados em amostras biolégicas coletadas durante a fase
aguda da infeccao (4 dpi - 8 dpi), que coincide com o periodo de excrecao do virus.
Amostras coletadas apos este periodo podem ter um resultado falso-negativo. Um
bom indicador da fase aguda da excrec¢éo viral é a hipertermia (SCHAEFER et al.,
2019).

O isolamento do virus pode ser conduzido em ovos de galinha embrionados ou
em varias linhagens celulares estabelecidas (células MDCK) (CHIAPPONI et al., 2010,
SCHAEFER etal., 2013). Antes do desenvolvimento das metodologias de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), o crescimento do virus em fluidos alantoides era
monitorado por testes de HA. Atualmente, as técnicas de PCR sao usadas para
detectar e caracterizar virus influenza isolados em ovos ou culturas de células
(SCHAEFER etal., 2013 e 2019).

Os procedimentos de isolamento sdo usados com mais frequéncia para
producao de vacinas autogenas ou para amplificacdo do titulo do virus para facilitar a
determinacédo do subtipo do que para diagnostico de rotina (SCHAEFER et al., 2019).
O isolamento viral é um procedimento dificil, com custo elevado e demorado, mas é
necessario quando o virus é utilizado para pesquisas envolvendo patogenicidade e
monitoramento genético (DETMER et al., 2013; RAJAO et al., 2019).

6. TRATAMENTO

O tratamento medicamentoso dos animais com sinais clinicos caracteristicos
de influenza pode ser feito com o uso de antitérmicos, expectorantes e
antimicrobianos para combater infec¢des bacterianas secundarias (SCHAEFER etal.,
2013; TORREMORELL et al., 2009, 2012; WHITE et al., 2017). O uso de antibiéticos

de amplo espectro pode ser administrado nos animais doentes pela agua para reduzir
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a febre e os sinais clinicos, ajudando também no combate a infeccdo por agentes
secundarios. A administracdo de ibuprofeno, por via parenteral, também se mostrou

eficiente para reduzir a febre e a mortalidade, se administrado 24 horas apés o surto
(SOBESTIANSKY, 2007).

7. ESTRATEGIAS DE CONTROLE

Quando realizadas corretamente, as medidas de controle contra a influenza
podem aumentar a produtividade, melhorar o bem-estar animal e reduzir o risco de
pandemias humanas, além de melhorar o estado de saude do rebanho. Entre as
medidas de controle, as estratégias mais conhecidas sdo a vacinacao e o uso de
praticas de biosseguridade (TORREMORELL et al., 2012). Protocolos de vacinacao
contra a influenzanao sdo bem descritos no Brasil, com apenas uma vacinacomercial
disponivel e um tnico laboratério que produz vacinas autdogenas. Portanto, protocolos
de biosseguridade podem contribuir para o controle e prevencao de infeccbes em
rebanhos brasileiros. Esses protocolos ajudam na prevencao da introducao do virus
no plantel e transmissdo do mesmo através de procedimentos sanitarios basicos
(SCHAEFER etal., 2019).

7.1 BIOSSEGURIDADE

A biosseguridade abrange conjuntos de praticas que sdo padronizadas para
reduzir o risco de introducéo de patégenos e prevenir a disseminacdo de agentes
endémicos dentro ou mesmo entre locais de producdo animal (AMASS & CLARK,
1999; LAMBERT et al., 2012). No geral, os resultados esperados da aplicacao de
praticas de biosseguridade sédo maiores lucros, melhor bem-estar animal e respostas
eficientes a medicamentos e vacinas (BRENNAN & CHRISTLEY, 2012). A aplicacao
de praticas de biosseguridade também produziu impactos positivos com relacdo a

diminuicdo do uso de antibioticos na cadeia suina na Europa (LAANEN et al., 2013).

Vale ressaltar que a adocdo de programas de biosseguridade deve ser
individual, ou seja, n&o pode ser padronizado para todos os produtores, pois depende
dos recursos disponiveis e da localizacédo, instalacdes, genética, assisténcia técnica,

nutricdo e outros fatores que individualizam as condigcbes de cada produtor,
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transformando o planejamento em um processo dinamico, com adapta¢cdes aos riscos,

expectativas, demandas e orcamento de cada granja (HECK, 2006).

Entre as medidas de biosseguridade, as que possuem papel importante para o

controle do virus da influenza serdo enumerados a seguir.

7.1.1 BOAS PRATICAS DE PRODUQAO E VAZIO SANITARIO ENTRE LOTES

Manter boas condi¢des de limpeza e desinfeccao das instalacdes € importante
para o controle do virus da influenza (SCHAEFER etal., 2019). Os virus da influenza
sdo sensiveis as condicfes ambientais. Desinfetantes quimicos como 0,1 mol/L
NaOH, 70% etanol, 70% 1-propanole oxido de etilenopodem inativaro virus (JEONG
et al., 2010). No entanto, a eficiéncia da inativacdo dos desinfetantes é reduzida em
temperaturas mais baixas e quando o ambiente estd contaminado com matéria
organica (LI & ROBERTSON, 2021). Assim, torna-se necessario cuidado ao realizar
a desinfeccéode instalagbes contaminadas com o virus da influenza, removendotoda
a matéria organica antes da desinfeccéo (HAAS et al., 1995; BOTNER & BELSHAM,
2012). A infectividade do virus pode ser mantida por mais de seis semanas em
ambientes imidos a 5 °C, enquanto que a 20 °C pode permanecer viavel por até 14
dias (BOTNER E BELSHAM 2012; LI & ROBERTSON, 2021).

Manter boas condi¢des de producao auxiliam no controle da influenza. O risco
de infeccdo € aumentado com temperaturas mais frias (FABLET et al., 2013),
ventilacdo inadequada, alta densidade de animais (MASTIN et al., 2011), excesso de
poeira e ma ventilacdo (BARCELLOS et al., 2008). A presenca de divisérias abertas
(grades) entre baias de creche também foi relacionada com o aumento do risco de

infeccdo, aumentando o contato direto entre animais (SIMON-GRIFE et al., 2011).

Outros aspectos que devem ser avaliados sdo a auséncia ou manejo incorreto
do sistema all-in-all-oute adequado vazio sanitario entre lotes (FABLET et al., 2013).
O vazio sanitario é o periodo em que a instalagdo permanece vazia apds ser realizada
a limpeza seguida de desinfeccéo, permitindo a destruicdo de microrganismos que se
tornam sensiveis a acdo das pressfes fisicas naturais como auséncia de matéria
organica e secagem das instalacdes (BARCELLOS et al., 2008). Intervalos de vazio

sanitério de 5 dias para maternidade ou creche e um periodo maior que este (7 dias)
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para terminacdo (AMARAL et al., 2006), auxiliamnareducao dos patégenos e controle

de enfermidades nas granjas.

7.1.2 INTRODUCAO DE ANIMAIS NO REBANHO

A introducdo de animais é a principal via de introducdo de um patégeno no
rebanho (BOTTOMS et al., 2013). As fémeas de reposicdo desempenham um papel
fundamental na introduc¢éo do virus da influenza no plantel, uma vez que a maioria
dos rebanhos comerciais s6 introduz novos animais para substituicdo do plantel
reprodutor (DIAZ et al., 2015; RYT-HANSEN et al., 2019). No caso do virus influenza,
dependendo da frequéncia com que novos animais sao introduzidos nos rebanhos
suinos, infeccoes e reinfecgcdes com diferentes cepas podem surgir (VAN REETH et
al., 2019). A introducédo de um maior niumero de marras infectadas foi frequentemente
associada a maior soroprevaléncia do virus da influenza em granjas (CORZO et al.,
2013; SIMON-GRIFE et al., 2011; WHITE et al., 2017). Em locais que fazem a compra
de fémeas de reposicdo de fontes externas, a soroprevaléncia do virus da influenza
se mostrou 38% maior do que em granjas que produzem as fémeas de reposi¢cao
internamente (SILVA etal., 2019).

Ao introduzir animais no plantel reprodutivo, € recomendado realizar o
procedimento de quarentena. A quarentena € um periodo que os animais adquiridos
devem permanecer separados dos demais animais do plantel até que seja feito o
monitoramento de sinais clinicos e realizados os exames laboratoriais, para
comprovar que os animais estao livres de enfermidades originadas da granja de
origem ou do transporte (NEUMANN & HALL, 2019). O tempo de quarentena varia de
30 a 60 dias, dependendo do programa de monitoramento de cada propriedade, e
pode ser feito em conjunto com a pratica de aclimatacdo (NEUMANN & HALL, 2019).
Na aclimatacdo, as leitoas de reposicdo precisam ser vacinadas ou expostas as
doencas conhecidas como endémicas na propriedade, tendo a oportunidade de se
adaptar aos microrganismos e patdégenos que circulam na granja e se preparar para
a reproducédo (com duracédo de 40 dias em média) (SILVA et al., 2019; (NEUMANN &
HALL, 2019). Segundo o estudo realizado por SILVA et al. (2019), do manejo de
aclimatacéo para as fémeas de reposi¢ao, com uso de vacinagdo e manejo all in/all
out nas unidades de aclimatacao resultou em uma reducéo significativa de leitoas

positivas para influenza no final do periodo de aclimatagéo.
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Assim, as leitoas que foram infectadas pelo VIA antes ou durante o periodo de
aclimatacéo terdo tempo para se recuperar da infeccdo antes de terem contato com
0s animais do rebanho (SILVA et al., 2019). Tais praticas tém sido apontadas como
uma medida eficiente de controle para o virus PRRS (DEE et al., 1995) e Mycoplasma
hyopneumoniae (GARZA-MORENO et al., 2018; NATHUES et al., 2014).

Quando a pratica de aclimatagdo e/ou quarentena néo é realizada e acontece
uma alta frequéncia de introducéo de animais de diferentes origens, a oportunidade
para a entrada do virus influenza nos rebanhos aumenta (SILVA et al., 2019;
RYT-HANSEN etal., 2022). Ter fémeas positivas para o0 virus no inicio da quarentena
indica que o virus foi introduzido do rebanho fornecedor ou introduzido no rebanho
durante a quarentena como consequéncia de medidas de biosseguridade
inadequadas (ALLERSON et al., 2013a, TORREMORELL et al., 2012). Portanto, a
aplicacdo de uma quarentena adequada é considerada uma medida positiva para a
prevencdo da entrada do virus influenza. Outra opcdo é aplicar uma vacinacao

primaria (prime-boost) nas fémeas de reposicédo dentro da quarentena antes que as
leitoas entrem no rebanho de matrizes (RYT-HANSEN et al., 2022).

7.1.3 MISTURA DE LOTES DE DIFERENTES ORIGENS

Para estratégia de controle da influenza, deve-se evitar mistura de lotes de
leitdes de diversas origens (SCHAEFER et al., 2019). Com essa mistura, ha uma
maior chance de ocorrer a introducéo de animais portadores do virus e, também, da
introducado de cepas virais heterélogas as cepas presentes no rebanho, contribuindo
para 0 aumento da variabilidade genética do virus (RAJAO et al., 2019; LAGAN et al.,
2024).

7.1.4 TRANSPORTE DE SUINOS

A principalforma de introduc&do do virus em umagranja € através da introducéo
de animais infectados. Como parte das medidas de controle, deve-se evitar a
movimentacdo de animais na fase aguda da infeccdo, quando ha excrecdo viral
(SCHAEFER et al., 2019). Isso acontece quando ha transporte de leitdes apds o
desmame para locais distantes e contribui para a disseminacédo do VIA em novas

regides (NELSON et al., 2015). Na América do Norte, esse transporte indiscriminado
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de leitbes apos o desmame é considerado uma das principais rotas de disseminacao
do virus entre os plantéis (DIAZ et al., 2015; DIAS et al., 2024).

7.1.5 CONTATO DE SUINOS COM OUTROS ANIMAIS

Como parte do controle do virus da influenza, deve-se adotar a utilizacao de
cercas de protecéo ao redor da granja e telas anti-passaros para evitar o contato dos
suinoscom outras espécies de animais (SCHAEFER etal., 2019). No estudo realizado
por SILVA et al. (2019), a presenca de redes anti-passaros foi relacionada com uma
menor soroprevaléncia de influenza, devido a protecdo contra a transmisséo indireta
do virus por vetores (ALLERSON et al., 2013a; SILVA et al., 2019).

As aves selvagensséao reservatérios para o virus da influenza A (ALEXANDER,
2007), sendo comprovado experimentalmente que suinos podem ser infectados com
cepas de influenza aviaria (KIDA et al., 1994). Além da protecdo contra os VIAs, as
redes anti-passaros podem prevenir infec¢des de outras enfermidades, uma vez que
as aves podem ser reservatorios de muitos outros patdgenos, como Streptococcus
suis (MESSIER et al., 1994), Bordetella bronchiseptica (FARRINGTON &
JORGENSON, 1976) e virus da PRRS (ZIMMERMAN et al., 1997).

Além dos péassaros, outra espécie que merece destaque sdo os javalis (Sus
scrofa). Em estudos anteriores, os javalis foram considerados reservatorios de varios

patdgenos que podem ser transmitidos para os suinos e também para o homem
(CLEVELAND etal., 2017).

As medidas de biosseguridade adotadas pelas fazendas devem prevenir o
contato dos javalis com os suinos domeésticos. Javalis de vida livre representam um
problema de saude animal com disseminacao de patégenos e até mesmo zoonoses
(MENG et al., 2009). Em um estudo realizado por da SILVA ANDRADE et al. (2022),
os javalis selvagens do estado do Rio Grande do Sul (Brasil) foram amostrados e
avaliados quanto a presenca de agentes infecciosos e, apesar de o virus da influenza
nao ter sido detectado por métodos moleculares (PCR), algunsanimais apresentaram
anticorpos anti-H1N1pdmQ9, indicando exposicdo prévia ao virus da influenza em
35,5% dos javalis avaliados (16/45). A presenga dos anticorpos sugere que 0s animais
podem ter tido contato prévio com suinos domésticos ou humanos e podem participar
da via de transmisséo do virus da influenza (da SILVA ANDRADE et al., 2022).
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7.1.6 CONTATO DE PESSOAS GRIPADAS COM SUINOS

Outro aspecto importante sobre o controle da influenza em suinos é realizar o
controle do contato das pessoas que apresentam sinais de gripe (com febre) com
suinose realizaravacinagcdoanual contraovirus dainfluenza emtodos que trabalham
em contato com os animais (veterinarios, suinocultores, motoristas que transportam
animais e colaboradores) (SCHAEFER etal., 2019).

A rota de transmissdo do virus por pessoas infectadas ndo pode ser
negligenciada,umavez que a interacdo entre humanose suinosaumenta as chances
transmissao do virus entre as espécies (RAJAO et al., 2019). Em um estudo realizado
na China, foi descoberto que trabalhadores da suinocultura tém pouco conhecimento
sobre a transmissdo do virus da influenzaentre humanos e suinos (LI et al., 2020).
Outro estudodemonstrou que a presencade trabalhadores com sintomas de influenza
estava significantemente associada com a presenca do virus da influenza suinaem
granjas naNoruega (GRONTVEDT etal., 2013). A prevencao da transmissao do VIA
de suinos para humanos e vice-versa pode acontecer com medidas sanitarias
basicas, como higiene pessoal, evitar contato direto de pessoas doentes com suinos
saudaveis e de pessoas saudaveis com suinos doentes, e realizar a vacinacao de
trabalhadores da suinocultura como maneira de prevenir o aumento da diversidade
genética do virus circulante (LI & ROBERTSON, 2021).

7.1.7 LIMPEZA E DESINFECCAO DE FOMITES

Os fémites sdo uma importante via indireta de disseminacéao do virus dentro da
granja, incluindo ferramentas e instrumentos usados no manejo até as maos e
vestimentas dos trabalhadores. Os leitbes recém-nascidos sdo infectados pela
exposicao aos fomites e materiais contaminados, maos ou roupas dos trabalhadores
gue manuseiam os animais (LOPEZ-MORENO et al., 2022a,b; ALLERSON et al.,
2013a). As préaticas de manejo podem facilitar a disseminacgéo do virus dentro do
rebanho, como a adocao cruzada de leitdes e 0 uso de maes de leite (NELSON et al.,
2015; LOPEZ-MORENO et al., 2022b). Maes de leite sdo porcas lactantes que,
guando sua ninhada original € desmamada, sdo usadas para adotar leitbes menos

viaveis de outras ninhadas. Os Uberes dessas porcas podem estar contaminadoscom
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o virus e servir como fonte de infeccéo para os suinos recém-adotados (GARRIDO-
MANTILLA et al., 2019).

Em um estudo realizado por LOPEZ-MORENO et al. (2022a) foi testada a
combinacaoda vacinacao das porcas e aumentodas medidas de biosseguridade pré-
desmame para limitar a transmissao da influenza entre leitbes e permitir o desmame
de leitdes livres do virus. Individualmente, essas abordagens demonstraram atrasar
(LOPEZ-MORENO et al., 2022a) ou reduzir as infec¢des pelo virus ao desmame
(CHAMBA et al., 2020), e em conjunto, essa combinacéo de intervencdes mostrou -se
promissora como um meio de reduzire potencialmente eliminarasinfecc¢des pelovirus
da influenza em grupos de leitdes desmamados (LOPEZ-MORENO et al., 2022a). As
medidas de biosseguridade avaliadas por LOPEZ-MORENO et al. (2022a) foram: n&o
mover leitdes entre ninhadas apos 3 dias de idade, trocar luvas ao manusear
diferentesleitegadas, ndo pisar em gaiolas, realizar desinfec¢cado didriade ferramentas
e limitar o uso de mées de leite. Como resultado, houve uma reducéo e atraso das
infeccdes pelo VIA em leitdes durante as primeiras 2 semanas de idade.

7.1.8 TRANSITO DE PESSOAS E VEICULOS NA PROPRIEDADE

Outro fator importante no controle da influenza € o controle do transito de
pessoas e de veiculos na propriedade. O acesso descontrolado de veiculos e
visitantes dentro da granja pode aumentar as chances de ocorrer a introducao de
patégenos através da contaminacgédo de veiculos, roupas, sapatos e fomites (SIMON-
GRIFE et al., 2011; ALLERSON et al., 2013a; ER et al., 2016). Na Espanha, Simon-
Grife et al. (2011) relatou que o acesso descontrolado de pessoas e veiculos a granja
como sendo um dos fatores de risco para a soropositividade das propriedades para o

virus da influenza.

7.2 O PAPEL DOS ANTICORPOS MATERNOS NA PROTEQAO

Em granjas comerciais, as matrizes sao vacinadas na pré-cobertura (VINCENT
et al., 2008; CADOR et al., 2016) para evitar consequéncias reprodutivas causadas
pelo virus da influenza. Como resultado desta vacinacdo regular, os anticorpos
maternos sao transferidos para a grande maioria dos leitbes. Esses anticorpos

fornecem aos animais recém-nascidos protecao parcial temporaria contra a infeccéo,
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que pode trazer resultados diferentes, incluindo suscetibilidade reduzida a infeccdo

e/ou reducédo da eliminagdo em caso de infeccdo (PAPATSIROS et al., 2023).

Leitdes recém-desmamados tém altos niveis de anticorpos devido a vacinacao
da porca. No entanto, a eficacia dos anticorpos neste estagio é incerta, com varios
estudos indicando protecdo incompleta contra a infeccdo pelo virus e seus sinais
clinicos (RYT-HANSEN et al., 2019a; ROSE et al., 2013; LAGAN et al., 2024). Além
disso, se o leitdo for exposto ao virus e ainda contar com a presenca de anticorpos
maternos, as respostas imunoldgicas serdo prejudicadas e podem facilitar infec¢oes
recorrentes (ROSE et al. 2013, LAGAN et al 2024).

Os leitdes desmamados sao considerados o principal reservatério para o virus
da influenza nas granjas comerciais e atuam ativamente na circulacéo continua do
virus nas granjas (LAGAN et al., 2024). Essa populagédo de leitbes desmamados
apresenta status soroldgico diverso e variavel suscetibilidade aovirus, pois 0s animais
a partir da quarta semana de idade comegam a passar por um declinio naimunidade
materna e aumento da suscetibilidade as infec¢cées (LAGAN et al., 2024). Apesar
disso, acredita-se que os anticorpos maternos fornegam pelo menos uma protecao
parcial para os leitbes até 10 semanas e, portanto, a evolucdo nesse estagio de
producéo € caracterizada pela diminui¢do da imunidade e aumento da suscetibilidade
ainfeccdo (CADOR et al., 2016).

LAGAN et al. (2024) obteve uma positividade de 15,1% (196/1299) para o virus
da influenza através de deteccdo por RT-PCR em leitbes de diferentes fases de
producdo, sendo que a grande maioria das amostras positivas (183 de 196) foram

obtidas de leitdes desmamados entre 4 e 12 semanas de idade.

A prevaléncia muito alta do virus da influenza pés-desmame sugere que a
exposicao seja frequente e que os leitdes sejam infectadosem um estagio inicial apos
a diminuicdo da imunidade materna. ApOsS a recuperagcdo, esses animais
apresentariam uma resposta humoral e reduziriam a populacao susceptivel. (LAGAN
et al., 2024). No entanto, a alta taxa de rotatividade, incluindo a transferéncia dos
animais mais velhos ja expostos ao virus para a terminacédo e a introducao de leitbes
recém-desmamados sem exposicao prévia, significa que a proporcdo de animais
suscetiveis a infeccdo € mantida em um nivel suficiente para sustentar uma infeccéao
continua (LAGAN et al., 2024).
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No estudo de LAGAN et al. (2024), a deteccdo de anticorpos para o virus da
influenza em amostras de fluido oral demonstrou alta soroprevaléncia em animais de
terminacao. Isso sugere que a soroconversao ocorreu apos a infeccao natural nas
unidades de creche, uma vez que o virus estava quase completamente ausente nos
rebanhos de terminac