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RESUMO

Os virus influenza A (VIA) e circovirus suino tipo 2 (PCV2) séo os agentes etioldgicos
da influenza suina (IS) e da circovirose suina (CS), respectivamente. Estas doencas tém
um impacto econdmico significativo na suinocultura mundial. Adicionalmente, o VIA
pode ser transmitido entre animais e humanos, sendo por isso, importante para a salde
publica. O presente trabalho teve o objetivo de pesquisar a ocorréncia desses virus em
suinos de abate no sul de Mogambique. As amostras foram coletadas em um abatedouro
na cidade da Matola, nos periodos de dezembro de 2014 a fevereiro de 2015 e dezembro
de 2015 a fevereiro de 2016. Os materiais e métodos aplicados e resultados obtidos
estdo apresentados em dois artigos cientificos. O primeiro relata a infeccdo pelo VIA
associada a caracterizacdo anatomopatoldgica e imuno-histoquimica (IHQ) das lesdes
pulmonares. Foram avaliados 457 pulmdes de suinos, e amostras de 38 (8.3%) pulmdes,
que apresentaram areas de consolidacdo, foram coletadas e submetidas ao exame
histopatoldgico e IHQ para a deteccdo de antigenos do VIA, PCV2 e Mycoplasma
hyopneumoniae. Antigenos do VIA foram detectados em 32/38 (84.3%) dos pulmdes
com pneumonia através da IHQ, e os suinos positivos eram provenientes dos distritos de
Matutuine (5/32), Moamba (2/32), Namaacha (21/32), Boane (3/32) e Cidade da Matola
(1/32). Todos os pulmbes com pneumonia foram negativos no exame de IHQ para
PCV2 e M. hyopneumoniae. O segundo artigo teve o objetivo de detectar lesbes
histologicas, antigenos e DNA de PCV2 em linfonodos mesentéricos de suinos e
realizar a caracterizacdo filogenética de isolados de PCV2 circulantes no sul de
Mocambique. Foram coletados aleatoriamente 111 linfonodos mesentéricos de suinos
de abate provenientes de nove distritos do sul de Mog¢ambique. As amostras foram
submetidas ao exame histopatoldgico, IHQ e reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Uma amostra positiva para PCV2 na PCR de cada distrito (n=9) foi selecionada
aleatoriamente e submetida ao sequenciamento da regido aberta de leitura ORF2. DNA
de PCV2 foi detectado em 53.8% (62/111) das amostras e em 73.8% de granjas dos
nove distritos. No exame de IHQ, linfonodos mesentéricos de seis suinos positivos para
PCV2 na PCR apresentaram antigenos desse virus associados a deplecdo linfoide e
infiltrado de histiocitos e células gigantes multinucleadas. Na andlise filogenética,
sequéncias dos isolados dos distritos de Namaacha, Moamba e Maputo ficaram
agrupadas no gendtipo PCV2d-2; as sequéncias de isolados dos distritos de Manhica e
Matola, no gendtipo PCV2d-1; enquanto os isolados dos distritos de Boane, Matutuine,
Chibuto e Xai-Xai, no genotipo PCV2b-1A/B. Os resultados do trabalho permitem
concluir que o VIA e PCV2 circulam na populacdo suina em vérios distritos da regido
sul de Mocambique.

Palavras-chave: Cidade da Matola, doencas dos suinos, diagnostico, PCR.



ABSTRACT

Influenza A virus (IAV) and porcine circovirus type 2 (PCV2) are the etiological agents
of swine influenza (SI) and porcine circovirus associated diseases (PCVAD)
respectively. These diseases represent a significant economic impact on pig production
worldwide. In addition, 1AV can be transmitted between animals and humans with
consequences for public health. The objective of this study was to investigate the
occurrence of these viruses in slaughter pigs in Southern Mozambique. Samples were
collected in a slaughterhouse in Matola city, from December 2014 to February 2015 and
December 2015 to February 2016. The materials and methods applied and the results
obtained are presented in two manuscripts. The first article reports IAV infection in pigs
and characterize the anatomopathological and immunohistochemical features of the
associated lung lesions. Lungs from 457 slaughtered pigs were evaluated grossly, and
samples from 38 (8.3%) of these that presented pulmonary consolidation were collected
and examined for histopathology and immunohistochemistry (IHC) for the presence of
IAV, PCV2 and Mycoplasma hyopneumoniae antigens. 1AV antigens were detected in
32/38 (84.3%) of pneumonic lungs, and positive pigs were from Matutuine district
(5/32), Moamba district (2/32), Namaacha district (21/32), Boane district (3/32) and
Matola City (1/32). All lung samples were immunohistochemically negative for PCV2
and M. hyopneumoniae. The second article aimed to detect histological lesions, PCV2
antigens and DNA and perform phylogenetic analysis of PCV2 strains circulating in
Southern Mozambique. At slaughter, mesenteric lymph nodes were collected from
111 randomly selected pigs from nine districts of Southern Mozambique. Samples were
submitted to histopathological examination, IHC and polymerase chain reaction (PCR).
One PCV2 PCR positive sample from each district (n=9) was randomly selected in
order to obtain sequences covering the ORF2 region. PCV2 DNA was detected in
53.8% (62/111) of the samples and 73.8% of the farms from all nine districts. PCV2
antigen was detected by IHC in six lymph nodes that were positive for PCV2 by PCR
and antigens were associated with lymphoid depletion and infiltrate of histiocytes and
multinucleated giant cells. Phylogenetic analysis demonstrated that three sequences
from Maputo, Namaacha and Moamba were grouped with PCV2d-2, two sequences
from Manhica and Matola were grouped as PCV2d-1, and four sequences from Boane,
Matutuine, Chibuto, and Xai-Xai were closely related to PCV2b-1A/B genotypes. The
results of this study indicate that IAV and PCV2 circulate in the swine population in
several districts of the southern region of Mozambique.

Key words: Matola City, diseases of swine, diagnostic, PCR.
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1. INTRODUCAO

A tecnificacdo da suinocultura, implica o confinamento e aumento da densidade
de suinos por metro quadrado, o que favorece a transmissdo de agentes patogénicos
como virus e bactérias (OPRIESSNIG et al.,, 2011). As doencas respiratrias se
destacam como uma das principais causas de perdas econémicas, relacionadas a
sanidade dentro de uma unidade de producdo de suinos (VAN ALSTINE, 2012).
Alguns dos agentes etioldgicos do complexo de doenga respiratoria dos suinos (CDRS)
sdo o virus influenza A (VIA) e o circovirus suino tipo 2 (PCV2) (CHOI; GOYAL;
JOO, 2003; HANSEN et al., 2010a; OPRIESSNIG et al., 2011).

O VIA e PCV2 apresentam distribuicdo mundial, sendo que, o primeiro é o
agente etioldgico da influenza suina (IS), também denominada gripe suina (BROWN,
2000; VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012), enquanto o PCV2 € o agente etioldgico
da circovirose suina (CS) (OPRIESSNIG et al., 2007). Essas doencas causam perdas
econdmicas significativas na suinocultura, reduzindo a conversao alimentar, o ganho de
peso, 0 incremento de custos com o tratamento e a morte de suinos (ALARCON;
RUSHTON; WIELAND, 2013; CHIEK et al., 2014). Adicionalmente, o VIA pode ser
transmitido entre animais e humanos, e por isso, é importante na saude publica
(MYERS; OLSEN; GRAY, 2007; SONG et al., 2010).

O VIA €é um virus RNA, da Familia Orthomyxoviridae e os subtipos de VIA
considerados enzodticos para suinos sdo o HIN1, HIN2 e H3N2 (VAN REETH et al.,
2008; VINCENT et al., 2008; JANKE, 2014). Contudo, o suino também pode infectar-
se com subtipos de VIA originarios de diferentes hospedeiros, como o0 homem e aves,
sendo por isso, um hospedeiro importante na epidemiologia da infeccdo pelo virus (ITO
et al., 1998). A partir de 2009, varios estudos descrevem a infeccéo de suinos pelo VIA
pandémico (H1IN1) 2009 (H1N1pdm2009) (WELSH et al., 2010; VALHEIM et al.,
2011; ZHOU et al., 2011; ADEOLA; OLUGASA; EMIKPE, 2015). A IS é
diagnosticada em suinos de diferentes faixas etarias e causa um quadro respiratério
agudo com alta morbidade, porém baixa mortalidade (WELSH et al., 2010;
CASWELL; WILLIAMS, 2016). Suinos infectados pelo VIA apresentam lesdo
pulmonar caracterizada por areas de consolidacdo cranioventral (JANKE, 2014; LYOO
etal., 2014).

Por outro lado, a CS é uma doenga multifatorial associada a infec¢éo por PCV2
(OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007), um virus DNA de cadeia simples e circular,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alarcon%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23490147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rushton%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23490147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rushton%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23490147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wieland%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23490147
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membro da familia Circoviridae (SEGALES et al, 2005). PVC2 é classificado nos
genoétipos PCV2a, PCV2b, PCV2c e PCV2d (XIAO et al., 2015) e, atualmente, o
PCV2b tem sido mais envolvido em doencas associadas ao PCV2 (DAPCV2)
(DUPONT et al., 2008; SEO et al., 2014).

A maioria dos suinos infectados por PCV2 apresentam manifestagdo subclinica
(SEGALES, 2012), contudo, 0 virus esta associado a diversas manifestacdes clinicas,
que incluem a sindrome multissistémica do definhamento dos suinos (SMDS), doenca
respiratoria, enterite, falhas reprodutivas e sindrome da dermatite e nefropatia suina
(SDNS) (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007; SEGALES, 2012). A SMDS é a que
representa maiores perdas econdmicas a nivel mundial e foi pela primeira vez associada
a infeccdo por PCV2 em 1991, no Canada e posteriormente, amplamente descrita na
Europa, Asia, América do sul, Estados Unidos da América e Oceania (SEO et al.,
2014).

A SMDS é uma doenca sistémica que afeta, principalmente, leitbes
desmamados, mas é também diagnosticada em suinos na fase de terminacdo (HANSEN
et al., 2010b; VALLI et al., 2016). As lesbes caracteristicas sdo observadas,
principalmente, nos 6rgdos linfoides (ROSELL et al., 1999; HANSEN et al, 2010b).
Suinos acometidos pela SMDS apresentam imunodepressdo e sdo mais susceptiveis a
infeccdo por outros agentes (NUNEZ et al., 2003).

Lesdes caracteristicas de IS e CS podem ser detectadas em suinos no abate
(HANSEN et al., 2010b; VALHEIM et al., 2011). A monitoria de abate permite
quantificar o efeito de enfermidades que sdo observadas clinicamente ou que se suspeita
estarem presentes na forma subclinica ou crénica. Ainda, os dados da monitoria de
abate, associadas a resultados de exames laboratoriais possibilitam a elaboracdo de
medidas sanitarias e avaliacdo de resultados de programas de controle de doencas
(SOBESTIANSKY et al., 2012).

O diagnostico presuntivo da IS e CS pode ser obtido com base na epidemiologia,
sinais clinicos e lesGes macroscopicas observadas em suinos de abate ou na necropsia.
Contudo, o diagndstico definitivo é obtido apds isolamento viral e deteccdo de
antigenos ou material genético dos virus, através de imuno-histoquimica (IHQ) e
técnicas da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (SEGALES; DOMINGO, 2002;
KIM; CHAE, 2004; SCHAEFER et al., 2013). O objetivo geral deste trabalho foi

pesquisar a ocorréncia do VIA e PCV2, em suinos de abate, em Mogambique.
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1.1.  Suinocultura em Mocambique

Em Mocambique, a atividade pecuéria desempenha um papel importante para a
populacgdo rural, onde 65% das familias rurais criam galinhas, 25% possuem pequenos
ruminantes (sobretudo caprinos), 12% tem suinos e 6% criam bovinos (MINISTERIO
DA AGRICULTURA DE MOCAMBIQUE, 2011). Entre os anos de 2002 e 2012, o
efetivo de suinos em Mocgambique oscilou, mas com tendéncia a aumentar entre 0s anos
de 2006 e 2012 (figura 1) (MACHEL e MASSINGUE, 2013). Em 2015, a populagéo
suina mogambicana era estimada em 1.588,325 animais (INSTITUTO NACIONAL DE
ESTATISTICA, 2016). Uma das principais limitantes para a producao de suinos no pais
é a peste suina africana (PSA) (MATOS et al., 2011). Surtos desta doenca ja foram
reportados em todas as provincias do pais (PENRITH et al., 2007) e sdo responsaveis
pelo fraco crescimento do efetivo suino em Mocgambique. Outro fator limitante da
producdo suina em Mocambique € a fraca producdo de cereais que torna deficiente a

disponibilidade de insumos para a producéo de racdes.
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Figura 1. Evolugdo do rebanho suino em Mogambique, entre 2002 e 2012. Fonte:
MACHEL e MASSINGUE (2013).

Em Mocambique, as granjas produtoras de suinos sdo classificadas de acordo
com o numero de animais que possuem. Sao consideradas pequenas (com < 50 suinos),
médias (com 50 a 500 suinos) e grandes quando possuem mais de 500 suinos)
(MINISTERIO DA AGRICULTURA E SEGURANCA ALIMENTAR, 2015). Segundo
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0 Censo Agropecuério (CAP) 1999-2000, a porcentagem de suinos em granjas
pequenas, medias e grandes era, respectivamente de 98,95%, 0,98% e 0,16% do efetivo
nacional (INSTITUTO NACIONAL DE ESTATISTICA, 2001), enquanto que, no CAP
2009-2010, a porcentagem de suinos em granjas médias registrou um ligeiro aumento,
tendo representado 1,71% do efetivo suino (INSTITUTO NACIONAL DE
ESTATISTICA, 2011).

As granjas pequenas estdo associadas ao setor familiar e se caracterizam por
aplicar um sistema de criacdo extensivo, em que 0s suinos, geralmente de racgas locais
(raca landim) pastam ou sdo confinados em instalacdes precérias (PONDJA et al., 2010;
PHENGSAVANH et al., 2011). Por outro lado, as médias e grandes exploracfes sao
comerciais e investem no alojamento, alimentacdo, racas melhoradas e sanidade dos
rebanhos. Em varios paises africanos, incluindo Mogambique, 0s suinos de pequenas
exploragdes, geralmente sdo abatidos de forma doméstica, ou em abatedouros sem
inspecdo veterinaria (PONDJA et al.,, 2010), enquanto que, as medias e grandes
exploracBes, geralmente, fazem o abate dos suinos em abatedouros com inspecdo
veterinaria.

Contrariamente ao observado na Europa, Estados Unidos da América, América
do Sul e Asia, dados sobre a ocorréncia do VIA e PCV2 em paises da Africa, s&o
escassos ou inexistentes (MESEKO et al., 2013; SORIA, 2014). Na Africa, a IS foi
descrita na Nigéria, Camar@es, Togo e Gana (AIKI-RAJI et al., 2004; NJABO et al.,
2010; DUCATEZ; AWOUME; WEBBY, 2015; ADEOLA; OLUGASA; EMIKPE,
2015). Por outro lado, a deteccdo de PCV2 na populacdo suina foi apenas descrita na
Africa do Sul (DREW et al., 2004) e Uganda (OJOK et al., 2013). Em Mocambique n&o
ha dados publicados sobre a ocorréncia do VIA e PCV2 na populacdo suina, pelo que, o
presente trabalho teve o objetivo de pesquisar a ocorréncia desses virus em suinos de
abate, na regido sul de Mocambique. A pesquisa foi desenvolvida em suinos de abate
devido a escassa casuistica de necropsias de suinos, nos laboratérios de Patologia
Veterinaria em Mogambique. A deteccdo do VIA foi realizada em amostras de pulméo
de suinos com pneumonia (Artigo 1; Anexo 1: planilha 1) e a detec¢do de PCV2 em
linfonodos mesentéricos (Artigo 2; Anexo 1: planilha 2; Anexo 2). Os resultados do
trabalho fornecerdo dados preliminares que vao impulsionar o desenvolvimento de
pesquisas sobre a prevaléncia, ocorréncia de casos clinicos e aspectos moleculares do

VIA e PCV2 na populagdo suina em Mogambique.
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1.2.  Locais onde foi realizada a pesquisa

As amostras foram coletadas em um abatedouro de suinos localizado na Cidade
da Matola (25° 55' 26" S, 32° 27' 57" E), Provincia de Maputo, na regido Sul de
Mocambique (figura 2). O processamento histologico, até a inclusdo das amostras em
blocos de parafina e a extragio de DNA das amostras foram realizados,
respectivamente, na Seccdo de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Veterinéria da
Universidade Eduardo Mondlane (UEM) e no Laboratério Central de Veterinaria (LCV)
da Direcdo de Ciéncias Animais (DCA), Maputo, Mogambique. Amostras de tecidos
emblocados em parafina e DNA extraido foram transportados de Mocambique para o
Brasil (Anexos 3: Certificados sanitarios). A coloracdo das laminas histoldgicas,
técnicas de IHQ e PCR foram realizadas nos Setores de Patologia Veterinaria (SPV) e
Setor de Virologia da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), Porto Alegre, Brasil.

40
1

Figura 2. Mapa de Mocambique com a localizagéo da cidade da Matola (). Fonte:
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mo%C3%A7ambique
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1.  Hipotese

1. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de testar a hipdtese de que, o

VIA e PCV2 ocorrem no rebanho suino mogambicano.

2.2. Objetivos
2.2.1. Geral

1. Caracterizar as lesbes anatomopatoldgicas e, através das técnicas de imuno-
histoquimica e PCR, detectar antigenos do VIA e PCV2 e DNA de PCV2, em
suinos de abate, no Sul de Mogambique.

2.2.2. Especificos

1. Determinar a frequéncia e severidade de casos de pneumonias em suinos de abate.

2. Caracterizar as lesdes histoldgicas e detectar antigenos do VIA em pulmdes com

pneumonia.

3. Pesquisar a ocorréncia de lesdes histopatoldgicas, antigenos e DNA de PCV2 em

linfonodos mesentéricos, de suinos de abate.

4. Caracterizar filogeneticamente os PCV2 detectados em suinos de alguns distritos do

Sul de Mogambique.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Influenza suina

3.1.1. Histérico

A manifestacdo clinica de IS foi reconhecida pela primeira vez nos Estados
Unidos da América, durante a pandemia de “Gripe Espanhola” de 1918-1919
(BROWN, 2000). O veterinario J. S. Koen foi o primeiro a descrever a doenca, ao
observar que, 0s sinais clinicos apresentados por suinos, eram similares aos
apresentados por humanos. O virus foi isolado e identificado pela primeira vez em 1930
e pertencia ao subtipo HIN1 (REID et al., 1999). O virus influenza de suinos foi isolado
pela primeira vez em humanos em 1974, confirmando uma antiga especulacdo de que
este virus poderia infectar humanos (MYERS; OLSEN; GRAY, 2007).

3.1.2. Etiologia

Os agentes etiologicos da influenza sdo os virus influenza (VI), membros da
Familia Orthomyxoviridae (do grego orthos: padrdo, ordenado; e myxo: muco), a qual
abriga patégenos humanos e animais, associados com infecgdes respiratérias (FLORES
et al., 2007). A familia compreende cinco géneros: influenza A, influenza B, influenza
C, Thogotovirus e Isavirus (KING et al., 2011). Os virus dos géneros influenza A,Be C
sdo distinguidos com base nas diferencas antigénicas encontradas nas proteinas do
nucleocapsideo e da matriz. Influenza A abriga virus que causam influenza em suinos,
equinos, humanos, e outras espécies e tem sido responsavel pelas grandes pandemias. O
género influenza B é representado apenas por isolados humanos, enquanto o género
influenza C abriga virus que tradicionalmente s6 eram isolados em humanos, porém a
infecgdo natural também ja foi demonstrada em suinos. Esses virus causam infeccoes
respiratorias brandas e ndo possuem impacto na saude publica (FLORES et al., 2007;
CASWELL; WILLIAMS, 2016).

O VIA tem forma esférica, com 80-120 nm de diametro, envelopado, com
genoma viral RNA de fita simples e orientacdo negativa e segmentado. Seu genoma é
constituido por oito segmentos que apresentam entre 890 e 2341 nucleotideos e
codificam 11 proteinas (figura 3 e tabela 1) (WEBSTER et al., 1992; KNIPE et al.,
2007).
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Figura 3. Diagrama da estrutura do VIA, ilustrando o envelope viral e 0s oito
segmentos de RNA. Fonte: VINCENT et al. (2008).

O envelope lipidico viral deriva da membrana plasmatica da célula hospedeira e
logo abaixo dele, encontra-se a proteina da matriz 1 (M1), que é a proteina viral mais
abundante. As glicoproteinas de superficie, hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA)
projetam-se do envelope lipidico e sdo os principais alvos da resposta imune do
hospedeiro (VINCENT et al., 2008). O terceiro componente do complexo glicoproteico
da particula do VI ¢é a proteina da matriz 2 (M2), que serve como canal de célcio
(KNIPE et al., 2007). Moléculas de nucleoproteina (NP) envolvem e protegem 0 RNA
viral formando o complexo ribonucleoproteina (RNP). Associado ao RNP esta o
complexo RNA polimerase, que consiste em trés polimerases (polimerase basica 1 -
PB1, polimerase basica 2 - PB2 e polimerase acida - PA) (KLUMPP; RUIGROK;
BAUDIN, 1997). Os segmentos génicos dos virus Influenza A, respectivas proteinas
virais e suas funcdes estdo descritos na tabela 1.

A estrutura segmentada do genoma do VI permite que dois virus que infectam a
mesma célula de um hospedeiro possam trocar segmentos de RNA, durante a replicacao
do virus, um processo denominado rearranjo/ressortimento ou ‘“antigenic shift”
(ZANELLA; BRENTANO, 2012; VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012). O genoma
do VI também pode sofrer recombinagdo génica, a qual € um processo que consiste na
troca de informacdo genética que ocorre quando a polimerase muda o molde ou, quando
segmentos de acido nucléico sdo quebrados e reunidos. A baixa fidelidade da RNA
polimerase e sua inabilidade de correcdo de erros resulta do acimulo de mutacdes

pontuais, dando origem a mutacdo ou “antigenic drift” (HAMPSON, 2002). O



23

rearranjo, recombinacdo genética e mutacdo pontual garantem a constante evolugdo e
ampla diversidade genética do VI (WEBSTER et al., 1992).

Tabela 1. Segmentos génicos do VIA, proteinas codificadas e respectivas fungdes.

Segmento | Proteina viral e sua funcao

PB2: Componente do complexo da polimerase viral; participa do processo

1 de transcricéo e replicacéo.
PB1: Componente do complexo da polimerase viral possui atividade de
2 endonuclease e alongamento

PB1-F2: Fator de viruléncia; indugdo de apoptose

PA: Componente do complexo da polimerase viral e participa no processo

3 de transcricao e replicagao
HA: importante fator de tropismo viral; receptor de ligacdo; atividade de
4 fuséo
5 NP: Ligacdo e sintese de RNA viral
6 NA: Glicoproteina de superficie; atividade de sialidase
7 MZ1: Proteina da matriz; interacdo com as RNPs virais e glicoproteinas

M2: Proteina de membrana; forma o canal idnico

8 NS1: Proteina ndo-estrutural multifuncional, antagonista de interferon

NS2: Proteina ndo-estrutural de exportacdo nuclear dos RNPs virais

Fonte: Adaptado de FLORES et al. (2007); VINCENT et al. (2008) e PLESCHKA (2013).

Existem 16 subtipos de HA e nove subtipos de NA, antigenicamente e
geneticamente distinguiveis. A combinacdo entre estas proteinas de superficie,
definem o subtipo do virus, por exemplo, HIN1 ou H2N3 (VAN REETH; BROWN;
OLSEN, 2012). O sistema atual de nomenclatura dos isolados do VIA é dado na
seguinte ordem: tipo/ espécie de origem (omite-se no caso dos humanos); local de
isolamento; ndmero do isolado/ano de isolamento; seguido pela descricdo entre
parénteses do subtipo de HA e NA (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012). Como
exemplo, pode-se citar o isolado A/swine/Minnesota/226128/2010(H1N1): virus
influenza tipo A, subtipo H1N1, isolado de um suino em Minnesota (Estados Unidos da
América) no ano de 1998 (DUCATEZ et al., 2011).

As glicoproteinas virais HA intermedeiam a ligacdo entre o virion e 0S
receptores de acido sialico (AS) associados as células do hospedeiro e sdo o principal
alvo da inducdo de anticorpos neutralizantes (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012).
Os dois tipos de ligagdo quimica que mantém o AS associado as glicoproteinas sao:
02,3 e 02,6. O intestino de aves contém AS predominantemente com ligagdo do tipo

a2,3, enquanto que, a traqueia humana contém ligagdes do tipo a2,6. Por outro lado,
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suinos possuem em seu trato respiratério moléculas de AS tanto com receptores 2,3
como 02,6, e, por isso, podem ser infectados pelo VIA de origem humana e aviaria. Esta

particularidade dos suinos, torna esta espécie um “recipiente de ressortimento” entre

virus aviarios e de mamiferos (BROWN, 2000; FLORES et al., 2007).

3.1.3. Distribuicéo geogréfica dos subtipos do VIA em suinos

O VIA apresenta distribuicdo mundial e a IS é considerada endémica na maioria
dos paises produtores de suinos, contudo, a distribuicdo dos subtipos e genotipos do
virus varia em diferentes regides geogréficas (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012).
Os suinos sdo considerados portadores dos subtipos HIN1, HIN2 e H3N2 (VINCENT
et al., 2008; ZANELLA; BRENTANO, 2012; JANKE, 2014). Adicionalmente, a partir
do ano 2009 o virus HIN1pdm2009 foi detectado na populagdo suina, pela primeira vez
no Canada (HOWDEN et al.,, 2009) e subsequentemente nos Estados Unidos da
Ameérica (DUCATEZ et al., 2011), Europa (WELSH et al., 2010; VALHEIM et al.,
2011), América do sul (PEREDA et al., 2010; SCHAEFER et al., 2011a; RAJAO et al.,
2013a), Asia (ZHOU et al., 2011; HAN et al., 2012) e Africa (DUCATEZ; AWOUME;
WEBBY, 2015; ADEOLA; OLUGASA; EMIKPE, 2015).

Na Europa, os subtipos HIN1 e H3N2 do VIA foram amplamente descritos
associados a doenca respiratéria e incluem o HIN1 suino, HIN1 aviario “(avian like)” e
H3N2 humano “(human like)”. Um estudo desenvolvido em suinos com doenca
respiratdria aguda na Bélgica, Reino Unido, Itélia, Franca e Espanha entre 2006 e 2008,
constatou que em um total de 167 isolados, 81 foram classificados como influenza
HIN1 aviario, 36 como H3N2 humano e 47 como H1N2 humano (KYRIAKIS et al.,
2011). Em outra pesquisa, a soroprevaléncia dos subtipos HIN1, HIN2 e H3N2 era alta
(>30%) ou muito alta (> 50%) na Bélgica, Alemanha, Italia e Espanha e varios suinos
apresentaram, concomitantemente, anticorpos especificos para dois ou trés subtipos do
VIA. Por outro lado, em paises europeus com suinocultura menos tecnificada, como a
Irlanda, Republica Tcheca e Poldnia, o HIN1 foi o subtipo viral dominante (8.0-11.7%
de soropositividade) enquanto que, anticorpos para os subtipos HIN2 e H3N2 foram
raros (0-4.2% de soropositividade) (VAN REETH et al., 2008). Na Europa, 0 virus
H1N1pdm?2009 foi identificado em paises como Noruega (VALHEIM et al., 2011) e
Irlanda do Norte (WELSH et al., 2010).
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Nos EUA, o virus HIN1 classico (cHIN1) foi a principal causa de IS
até 1998. Desde o surgimento do VIA H3N2 triplo-recombinante contendo uma
combinagdo Unica de genes internos, conhecida como “gene interno de rearranjo triplo”
ou TRIG (triple reassortment gene cassete), houve um aumento na taxa de mudancas
genéticas em isolados de VIA da América do Norte (ZANELLA; BRENTANO, 2012).
Outro virus do subtipo H3N2, porém com rearranjo duplo, também surgiu no final da
década de 90, mas somente o virus de rearranjo triplo se estabeleceu na populacéo de
suinos (WEBBY et al., 2000). Em uma pesquisa realizada com um total de 360
amostras positivas para o VIA, os subtipos HIN1, HIN2 e H3N2 foram identificados
em 200, 13 e 139 amostras, respectivamente, enquanto que oito amostras apresentaram
coinfeccdo entre os subtipos HIN1 e H3N2 (CHOI et al., 2002).

A China é um pais chave na epidemiologia do VIA na Asia, devido a elevada
densidade populacional de humanos de suinos e também, as praticas de manejo
aplicadas (ZANELLA; BRENTANO, 2012). Isolados do VIA na China, incluem,
CcH1IN1, HIN1pdm2009, H3N2 da Eurasia, H3N2 de origem humana, HIN1 da Eurasia,
entre outros (ZHOU et al.,, 2011; KONG et al., 2014). Os subtipos do VIA
predominantes na Coreia do sul sdo o HIN1, HIN2 e H3N2 (LYOO et al., 2014),
contudo, neste pais, o virus HLIN1pdm2009 tambem j& foi detectado na populacéo suina
(HAN et al., 2012). Na Tailandia, circulam os virus H3N2 e H1IN1 e esses séo
relacionados a linhagens do H3N2 e H1N1 encontrados na Europa (VINCENT et al.,
2014).

Na América do Sul, linhagens humanas dos subtipos HIN1, HIN2 e H3N2
foram detectados na Argentina (CAPPUCIO et al., 2011; PEREDA et al., 2011). Em
2009 e 2010, virus com genes internos do HIN1pdmQ9 e genes de superficie do virus
humano da América do Norte também foram isolados em rebanhos suinos na Argentina
(PEREDA et al., 2010). Estudos soroldgicos realizados em suinos de 10 estados
brasileiros, identificaram anticorpos contra os virus H3N2 humano e HIN1 humano,
sendo que, o primeiro apresentou uma prevaléncia maior (BRENTANO et al., 2002).
Neste pais, o virus HIN1pdmQ9 foi isolado em suinos de varios estados (SCHAEFER et
al., 2011; RAJAO et al., 2013a).

Na Africa, dados sobre a ocorréncia do VIA em suinos sio escassos ou
inexistentes em varios paises (MESEKO et al., 2013). O virus HIN1 humano foi
detectado em suinos na Nigéria (AIKI-RAJI et al, 2004) enquanto o virus
H1N1pdm2009 foi pela primeira vez detectado em Camardes (NJABO et al., 2010) e,



26

posteriormente, no Togo (DUCATEZ; AWOUME; WEBBY, 2015), Nigéria e Gana
(ADEOLA; OLUGASA,; EMIKPE, 2015).

Alguns subtipos distintos do VIA também foram isolados em suinos, como o
H3N8, H5N8, H5N1, H6N6, HIN2 e H5N1 isolados na China (LI et al., 2004; KONG
et al., 2014), o H3N1 isolado em Taiwan (TSAI; PAN, 2003), o H3N8 isolado no Brasil
(SCHAEFER et al., 2011b), e 0 H2N3 isolado nos EUA (MA et al., 2007).

3.1.4. Influenza suina e satde publica

O VIA pode ser transmitido de suinos para humanos e vice versa, apresentando
assim importancia na satde publica (MYERS; OLSEN; GRAY, 2007; HOWDEN et al.,
2009; SONG et al., 2010). O suino desempenha um papel importante na transmissao
interespécies do VIA porque possibilita que ocorra a recombinacgdo viral, na qual, ha
troca de material genético entre virus diferentes, resultando em novos tipos de virus,
para 0s quais 0s humanos podem n&o possuir imunidade (BROWN, 2000; MYERS, et
al., 2006).

A IS é considerada uma zoonose de carater ocupacional, visto que, pessoas que
apresentam maior contato com suinos, como trabalhadores de granjas, abatedouros e
veterinarios apresentam maior risco de serem infectadas pelo VIA de suinos (MYERS
et al., 2006).

Um estudo de revisao de literatura que incluiu resultados de 24 pesquisas, foram
detectados 37 casos clinicos de infeccdo pelo VIA de suino em humanos. Estes casos
foram reportados em pacientes dos EUA (19 casos), antiga Tchecoslovaquia (6 casos),
Holanda (4 casos), Russia (3 casos), Suica (3 casos), Canada (1 caso) e China (1 caso).
Trinta e trés pacientes tinham sido infectados pelo virus HIN1 e quatro pelo subtipo
H3N2. Entre estes pacientes, seis foram a débito enquanto 31 recuperaram do quadro
clinico (MYERS; OLSEN; GRAY, 2007).

Apobs a pandemia de 2009, andlises genéticas e filogenéticas de segmentos virais
de virus detectados em suinos, em varios paises, demonstraram similaridade com o
virus HIN1pdm2009 circulante na populacdo humana, sugerindo a transmisséo deste
virus de humanos para suinos (HOWDEN et al., 2009; WELSH et al., 2010; PEREDA
et al., 2010; SONG et al., 2010; DUCATEZ et al., 2011; DUCATEZ; AWOUME;
WEBBY, 2015).
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3.1.5. Transmissao

A transmissdo do VIA entre suinos ocorre através da inalacdo de goticulas e
aerossois que atingem a nasofaringe ou pelo contato direto com secrecfes ou fomites
contaminados (TELLIER, 2006). Suinos com infec¢do clinica ou subclinica
desempenham papel importante na transmissdao do VIA intra e entre rebanhos. Dessa
forma, deve ser controlado o movimento de suinos a fim de reduzir a propagacéo do
virus entre granjas (TORREMORELL et al., 2012).

O VIA jé foi detectado em amostras de ar de exaustor de granjas infectadas, o
que explica a possibilidade de transmissdo entre granjas vizinhas (TORREMORELL et
al., 2012). A transmissdo por aerossOis tem maior impacto em areas com grande
quantidade de granjas e elevada densidade de suinos (VAN REETH; BROWN;
OLSEN, 2012). Ainda, suinos podem ser infectados pelo virus da influenza aviaria
(H3N3) a partir da ingestdo de dgua contaminada por fezes de passaros (KARASIN et
al., 2004). A infeccdo experimental do VI em suinos é feito por via intranasal (JUNG;
HA; CHAE, 2005) e intratraqueal (SRETA et al., 2009; LYOO et al., 2014).

3.1.6. Patogenia

A infeccdo pelo VIA ¢ limitada ao trato respiratorio e viremia é raramente
detectada. A replicacdo do virus pode ocorrer na mucosa nasal, tonsilas, traqueia,
linfonodos traqueobronquicos e pulmdes (FLORES et al., 2007). O virus € excretado
nas secrecdes nasais 24 h apos a infeccdo, e o pico de excrecdo ocorre 48 h e diminui
seis a oito dias ap0s a infeccdo (PEREDA et al., 2010; DETMER et al., 2012). O VIA
tem maior predilecdo pelo trato respiratério inferior e o pulméao é o principal érgdo onde
ocorre a replicacdo viral. Através da técnica de IHQ, na fase aguda da infeccdo o virus é
detectado no epitélio de brénquios e bronquiolos, enquanto que, na fase subaguda,
antigenos do VIA sdo, principalmente, detectados em macréfagos e pneumdcitos no
intersticio ou espaco alveolar (JUNG; HA; CHAE, 2005).

As espécies mais virulentas do VIA se caracterizam por apresentar prolongada
replicacéo viral, intensa inducéo da producéo de citocinas e capacidade de se replicar no
trato respiratorio inferior do hospedeiro. A infeccdo pelo VIA causa morte de células
epiteliais que resulta da acdo direta do virus e da acdo de leucdcitos e de citocinas
produzidas pelo sistema imunitario inato (JANKE, 2014). O VIA também causa citdlise

das celulas infectadas, através da supressdo da expressdao génica e da sintese de
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proteinas celulares (JANKE, 2014), assim como, através da morte celular por apoptose
(HEROLD et al., 2012).

Citocinas iniciais como o interferon-a (IFN- a), fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e IL-6 tém sido associadas a ocorréncia de febre,
prostracdo e anorexia, em suinos infectados pelo VIA (FLORES et al., 2007; JANKE,
2014). TNF-a e IL-1 estimulam moléculas quimiotaticas de neutréfilos e macrofagos,
levando a répida infiltracdo dessas células fagociticas no trato respiratorio (ULICH et
al., 1991). As citocinas sdo produzidas, principalmente, pelos linfocitos T apds
reconhecimento de antigenos e sdo moduladoras importantes da resposta imune
especifica (LA GRUTA et al., 2007). Adicionalmente, as citocinas também exacerbam
a lesdo pulmonar causando aumento da permeabilidade vascular, hemorragia e edema
(ULICH et al., 1991).

3.1.7. Sinais clinicos

A influenza suina é uma forma importante de doenca respiratoria que pode se
manifestar em forma de um surto ndo fatal ou como doenca endémica (CASWELL,
WILLIAMS, 2016). A doenca clinica geralmente é restrita a suinos suscetiveis, sem
protegdo imune contra o virus, e pode afetar suinos das fases de creche, recria e
terminacdo (PEREDA et al., 2010; WATANABE et al., 2012). A IS se caracteriza por
apresentar taxa de morbidade elevada, podendo chegar a 100% e baixa taxa de
mortalidade (WELSH et al., 2010; KONG et al., 2014).

Suinos infectados pelo VIA manifestam sinais clinicos apds um periodo de
incubacdo de um a trés dias, e estes consistem em febre alta (40.5-41.5°C), anorexia,
inatividade, taquipneia, respiracdo abdominal laboriosa, dispneia, espirro, conjuntivite,
descarga nasal e tosse (JUNG; HA; CHAE, 2005; ROMAGOSA et al., 2011; RAJAO et
al., 2013b). Os sinais clinicos melhoram quatro a sete dias ap6s a infeccdo. A
severidade dos sinais clinicos é determinada pela viruléncia da cepa, idade, pressdo de
infeccdo, condigdes climaticas, tipo de instalacGes e ocorréncia de coinfecgdo. Infeccao
bacteriana secundaria por Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida,
Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis e Streptococcus suis, podem
agravar os sinais clinicos (CHOI; GOYAL; JOO, 2003; VAN REETH; BROWN;
OLSEN, 2012). A coinfeccdo com virus respiratérios, como PCV2, virus da sindrome

respiratoria e reprodutiva suina (PRRSV) ou coronavirus respiratério suino, também
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podem exacerbar a gravidade da doenca (CHOI; GOYAL,; JOO, 2003; HANSEN et al.,
2010a). A infeccdo pelo VIA também ja foi associada a sinais reprodutivos como
abortos, natimortos, infertilidade e leitegadas pequenas e fracas (PEJSAK et al., 2005).

Na infeccdo subclinica, suinos infectados possuem anticorpos especificos para o
VIA, contudo, ndo apresentam manifestacdo clinica. Granjas com nimero elevado de
suinos sdo mais propensas a apresentarem casos de infeccdo subclinica, e esta, ocorre,
principalmente, em leitbes com quatro a 12 semanas, periodo que coincide com o
declinio dos anticorpos maternais especificos para o VIA (TAKEMAE et al., 2016). A
infeccdo pelo VIA acarreta perdas econémicas, principalmente, associadas a baixa
conversao alimentar e baixo ganho de peso (VINCENT et al., 2008).

3.1.8. Patologia

A infeccdo pelo VIA em suinos € restrita ao trato respiratorio e o pulméo é o
principal 6rgdo acometido pela lesdo induzida pelo virus. Macroscopicamente, a lesdo
pulmonar se caracteriza por areas multifocais a coalescentes de consolidacdo
cranioventral localizadas, principalmente, nos lobos craniais, mediais e acessorio
(JANKE, 2014; LYOO et al., 2014). As areas de consolidacdo sdo vermelhas a
acinzentadas, bem demarcadas e firmes em relacdo ao parénquima pulmonar ndo
afetado (VINCENT, 2008; ROMAGOSA et al.,, 2011). O pulmdo pode apresentar
ainda, edema, exsudado fibrinosanguinolento nas vias aéreas e aumento e hiperemia dos
linfonodos mediastinais e traqueobrénquicos (VALHEIM et al., 2011; VAN REETH,;
BROWN; OLSEN, 2012). As mucosas da traqueia e dos bronquios geralmente
apresentam hiperemia e edema. Infeccdo bacteriana secundaria pode complicar a leséo
pulmonar (CHOI; GOYAL,; JOO, 2003; CASWELL; WILLIAMS, 2016).

Microscopicamente, as lesGes consistem em necrose e reducdo do epitélio de
brénquios e bronquiolos, com debris necréticos e neutr6filos no Iimen, além de
atelectasia e infiltrado intersticial peribronquial e perivascular de linfocitos e
plasmécitos (VINCENT et al., 2008; CASWELL; WILLIAMS, 2016).

A severidade das lesdes macroscopicas e microscopicas pode variar quando os
suinos sdo infectados com diferentes subtipos do VIA. Suinos infectados
experimentalmente com o subtipo H1IN1 apresentaram lesbes mais acentuadas e maior
distribuicdo de antigenos no pulmdo, em relacdo aos infectados pelos virus H2N3 e
HIN2 (SRETA et al., 2009; LYOO et al.,, 2014). O diagnéstico diferencial de
bronquiolite necrotizante inclue a infeccdo por PCV2, pneumonia proliferativa e
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necrotizante, doenca de Aujeszky (pseudoraiva), infeccdo pelo virus Nipah e lesdo
causada pela inalacdo de gases toxicos (CASWELL; WILLIAMS, 2016).

3.1.9. Diagnostico

A suspeita da ocorréncia de influenza suina deve ser considerada quando existir
um surto de doenca respiratdria aguda, com elevada taxa de morbidade, contudo, o
diagndstico definitivo € obtido atraves da deteccdo de anticorpos especificos para o
virus, deteccdo de lesfes associadas a antigenos ou RNA viral em amostras de suinos
infectados (WELSH et al., 2010; DETMER et al., 2012; SCHAEFER et al., 2013). A
selecdo correta dos suinos para a coleta das amostras é fundamental para a obtencdo do
diagnéstico de forma que recomenda-se a coleta de suinos na fase aguda da doenga,
periodo em que os animais infectados apresentam febre (SCHAEFER et al., 2013). As
amostras a serem coletadas, principais exames laboratoriais para o diagndstico de IS e

seus respectivos resultados, estdo ilustrados na figura 4.

Amostras de suinos vivos
(secrecao nasal, fluido oral, sanque) *
ou mortos (pulmao) *
| |
Sang;e e o Secrecio nasal, fluido oral, Pulmao fixado em formol
re fngerad?s 2 pulmio refrigerados * Patologia
Sorologia Virologia e Molecular
J |
Teste de HI ¢ RT-PCRem Histopatologia
(Anticorpos subtipo RT-PCR* tempo real © - Fase aguda: bronquiolite necrosante
especificosfinfluenza A)* Influenza A ® Influenza A ou - Fase Subaguda: Pneumonia
ELISA indireto ¢ I gene M d<l> pHIN1®  broncointersticial com bronquiolite
(Anticorpos contra o Y proliferativa ®
virus influenza A)* I
Isolamento viral < 7 S
Influenza A B Imuno-histoquimica ¢

Marcagao do antigeno viral nas
células epiteliais bronquiolares e
I bronquiais *

(particulas virais vidveis)

Anilise filogenética ©
Ex: A/HIN1pdmo09 ®

Figura 4. Amostras (a), resultados (b) e técnicas laboratoriais (c) para o diagndstico de
influenza em suinos. Fonte: SCHAEFER et al. (2013).
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O isolamento viral pode ser obtido a partir de secrecdo nasal, laringea, lavado
bronquial e de amostra de pulmao com consolidacdo (SRETA et al., 2009; SCHAEFER
et al., 2011; VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2013). O cultivo do virus faz-se em
ovos embrionados (WELSH et al., 2010) ou em cultivo de células Madin-Darby de rim
canino (SRETA et al., 2009; ROMAGOSA et al., 2011). A confirmacdo do virus no
cultivo é obtido através do teste de hemaglutinacdo ou imunocitoquimica. O cultivo
viral também permite que o isolado seja usado na aplicacdo de técnicas moleculares
(RAJAO et al., 2013b).

Os testes soroldgicos sdo usados para determinar a presenca de anticorpos
especificos para o VI e 0os mais usados sdo o teste de inibicdo da hemaglutinacéo (HI), e
0 teste de ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA). Estes testes sdo usados,
principalmente, para determinar o estado imunolégico de um grupo de suinos, o nivel e
cinética de anticorpos maternais em leitbes e o titulo de anticorpos no periodo poés-
vacinal (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012). O teste de ELISA indireto identifica
anticorpos contra a nucleoproteina viral, tanto no soro, como em fluido oral. A
producdo de anticorpos (predominantemente 1gG) em suinos infectados pelo VI é
detectavel a partir dos sete dias pos-infeccdo, com pico de producédo entre 2-3 semanas
pos-infeccdo, e o declinio ocorre 8-10 semanas pos-infeccdo (VAN REETH; BROWN;
OLSEN, 2012). A deteccdo de anticorpos ndo indica necessariamente infecgéo atual,
uma vez que, estes podem ser detectados dias ap0s a infeccdo. Outra limitante dos testes
soroldgicos é o fato de ndo poderem diferenciar anticorpos vacinais de anticorpos
induzidos pela infeccdo (SCHAEFER et al., 2013).

A técnica da PCR via transcriptase reversa (RT-PCR) tem sido amplamente
empregada para a deteccdo de RNA do virus da influenza e os diferentes subtipos
podem ser identificados através do uso de primers especificos (CHOI et al., 2002;
VALHEIM et al., 2011). A RT-PCR pode ser realizada ap6s a extracdo do material
genético do VIA em amostras de swabs nasais, pulmé&o e isolados do virus em cultura
celular (SCHAEFER et al., 2013). Para entender a epidemiologia e a evolucdo do VIA,
ndo soO é pertinente a classificacdo dos subtipos, mas também a genotipagem do virus
(VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012).

O exame histopatoldgico é realizado em amostras de pulméo fixadas em
formalina e emblocadas em parafina. Esta técnica permite visualizar a lesdo
microscopica caracteristica, mas ndo confirmatéria de IS. Assim, para confirmar o

diagnostico, deve-se aplicar a técnica de IHQ, a qual permite a deteccdo de antigenos
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(nesse caso, proteinas virais) associados a lesdo microscépica. Antigenos do virus sdo
evidenciados em células epiteliais de bronquios e bronquiolos assim como em
macrdfagos alveolares (VALHEIM et al., 2011; WATANABE et al., 2012; RAJAO et
al., 2013b; LYOO et al., 2014) e células epiteliais de glandulas bronquiais (RAJAO et
al., 2013b). Antigenos do VIA também podem ser detectados em amostras de pulmé&o
através da técnica de imunofluorescéncia (SRETA et al., 2009; DETMER et al., 2012).

3.1.10. Prevencéo e controle

A vacinacdo e a aplicacdo de praticas de biosseguranca sdo as principais
medidas implementadas para prevenir ou minimizar a transmisséo do VIA entre suinos
ou entre o suino e outras espécies (THACKER; JANKE, 2008). A vacinacao contra o
VIA em suinos foi introduzida na Europa nos meados da década de 1980 e nos Estados
Unidos da América em 1993 (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012).

As vacinas contra a influenza suina podem ser comerciais ou autégenas. As
vacinas comerciais geralmente incluem um ou mais isolados representativos de estirpes
que circulam em uma determinada regido, contudo, podem nédo conferir protecao contra
determinados isolados que circulam numa granja ou populacdo suina especifica (VAN
REETH; BROWN; OLSEN, 2012). As vacinas sao geralmente aplicadas em matrizes,
com o objetivo de induzir a producdo de anticorpos maternais, conferindo imunidade
aos leitBes via colostro. A vacinagdo induz altos titulos de IgG pulmonar e sistémica
(THACKER; JANKE, 2008), minimiza os sinais clinicos induzidos pelo virus, reduz a
quantidade do virus no pulmao, secrecdo nasal e orofaringea; reduz a severidade das
lesbes e a probabilidade de transmissdo do VIA (LEE; GRAMER; JOO, 2007,
ROMAGOSA et al., 2011).

Por outro lado, as vacinas autégenas sao produzidas com estirpes que afetam
uma granja especifica e seu uso é restrito para essa mesma granja (LEE, GRAMER;
JOO, 2007; VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012). Suinos vacinados com vacina
homdloga contra o VIA, apresentam melhor protecdo em relacdo aos vacinados com
vacina heterologa (LEE; GRAMER; JOO, 2007; ROMAGOSA et al., 2011).

A vacinacdo contra o VIA pode ter sua eficacia afetada por fatores como, as
rapidas variacbes gendmicas virais, quando comparada a atualizagdo das vacinas; a
necessidade de vacinas que induzam melhor protecéo cruzada entre diferentes isolados
do VIA, e a interferéncia de anticorpos maternais (KITIKOON et al., 2006; VINCENT


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kitikoon%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16621020
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et al., 2008). Adicionalmente, pode-se fazer um tratamento de suporte com
expectorantes e antimicrobianos que previnem infeccOes bacterianas, que podem
agravar o quadro clinico causado pela infeccdo pelo VIA (FLORES et al., 2007). O uso
de anti-inflamatorios reduz a febre e as mortalidades (ZANELLA; BRENTANO, 2012).

A aplicacdo de medidas de biossegurancga é fundamental para a prevencdo da
influenza no rebanho e para reducdo de seu impacto econémico na produgédo de suinos.
Em granjas livres, a introducdo do VIA pode ser prevenida através da pratica de
quarentena antes da introducédo de suinos na granja. Depopulacéo parcial, segregacao de
suinos recem-desmamados, sistema “todos dentro, todos fora”, associadas a higiene e
ventilacdo adequada das instalacfes, sdo importantes para evitar a disseminagdo do
virus. Uma vez a doenca estabelecida em um plantel torna-se dificil a erradicacdo sem a
depopulacdo completa (TORREMORELL et al., 2009; FAO, 2010).

Devido ao caracter zoonético do VIA, as granjas devem ter um plano de
prevencdo, o qual limita a entrada de visitantes, restringe a entrada de pessoas com
sintomas clinicos similares aos da influenza; estimula a lavagem das maos e o uso de
pedilivio com substancias desinfetantes, e preveja a vacinacdo dos funcionarios da
granja contra o VIA (TORREMORELL et al., 2012).

O controle do virus influenza em aves e suinos é de extrema importancia para a
reducdo da potencial disseminacao e adaptacdo do virus entre espécies, 0 que minimiza
0 risco de animais serem a fonte do virus que pode dar origem a pandemias em
humanos (THACKER; JANKE, 2008). No ambito do controle da IS, a Organizacao
Mundial de Saiude Animal (OIE) e a Organizacao das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentagdo (FAO) criaram uma rede de especialistas em influenza animal,
denominada OFFLU (http://www.offlu.net/). Esta rede tem o objetivo de dar suporte
aos servicos veterinarios, com vista a reduzir o risco e impacto da influenza animal na

salide animal e interface humana-animal.
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3.2. Circovirose suina
3.2.1. Histérico

O circovirus suino (PCV) foi descoberto pela primeira vez em cultura celular de
rim suino, linhagem PK15, como um contaminante, morfologicamente semelhante ao
picornavirus (TISCHER; RASCH; TOCHTERMANN, 1974). Mais tarde, foi descrito
como um virus DNA de cadeia simples, com um genoma circular e, consequentemente,
foi atribuido a Familia Circoviridae (TISCHER et al., 1982). Uma vez que 0 virus nao
causava doenca ou efeito citopatico, acreditava-se que era apatogénico (TISCHER et
al., 1986). Em 1996, contudo, o PCV esteve associado a surtos de uma doenca
devastadora, posteriormente referida como SMDS em porcos no Canada (ELLIS et al.,
1998). Este virus era semelhante ao PCV previamente descrito, contudo, a identidade da
sequéncia de nucleotideos entre os virus era inferior a 80%. Mais tarde, o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus reconheceu as duas espécies virais como membros
da Familia circoviridae, designado circovirus suino tipo 1 (PCV1) o contaminante das
células PK15 e circovirus suino tipo 2 (PCV2), o virus associado com doenca clinica
(http://www.ictvonline.org/). Posteriormente, PCV2 foi detectado em suinos selvagens
(Sus scrofa) (CSAGOLA et al., 2006).

3.2.2. Taxonomia e caracteristicas morfoldgicas

Ambos, PCV1 e PCV2 sdao membros da Familia Circoviridea, a qual é dividida
em dois géneros: Circovirus (genoma viral com forma circular) e Gyrovirus (genoma
viral com forma de anel). O género Circovirus contém varias espécies como: PCV1,
PCV2, virus do bico e das penas, circovirus dos candrios, circovirus dos gansos,
circovirus dos pombos e circovirus dos patos. Por sua vez, o0 género Gyrovirus contém
apenas o virus da anemia da galinha (TODD et al., 2005; ZANELLA, 2007).

O PCV apresenta um virion pequeno com 15 a 17 nm de diametro, ndo
envelopado e com simetria icosaédrica. Seu genoma apresenta uma molécula de DNA
de fita simples, com aproximadamente 1.760 nucleotideos, ambisenso, circular, fechada
por uma ligacdo covalente (TISCHER et al., 1982). A replicagdo do virus acontece
durante a fase S da mitose celular (STUDDERT et al., 1993).

O genoma do PCV2 é composto por varias regides abertas de leitura (ORFs -
open reading frames), entre as quais, a ORF1, ORF2 e ORF3 sdo as mais estudadas. A
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ORF1 também chamada gene REP codifica duas proteinas associadas a replicagdo viral,
a Rep e Rep’, com 314 ¢ 178 aminoacidos, respectivamente (CHEUNG et al., 2003). A
ORF2 ou gene CAP codifica uma proteina do capsideo viral, a Cap, que possui 23-234
aminoacidos e é o principal determinante antigénico do virus (MANKERTZ et al.,
2000). A ORF3 codifica uma proteina ndo estrutural, com 108 aminoacidos, que in
vitro, induz a apoptose (LIU; CHEN; KWANG, 2005). Recentemente, foi descrito que a
ORF4 codifica uma proteina com atividade antiapoptética que suprime a atividade das
caspases 3 e 8e, também estd envolvida na modulacdo do sistema imunitario do

hospedeiro, através da regulacédo dos linfocitos T CD4 + e CD8 + (HE et al., 2013).
3.2.3. Variacdo genética de PCV2

Por meio de analise filogenética de sequéncias dos nucleotideos, o PCV2 foi
dividido em dois gendtipos, “a” (PCV2a, Grupo II ou genétipo 2), e “b” (PCV2b, Grupo
| ou gendtipo 1). PCV2a é o mais antigo, do ponto de vista evolutivo (OLVERA;
CORTEY; SEGALES, 2007; GRAU-ROMA et al., 2008; SEGALES et al., 2008). Este
genotipo foi comumente detectado no periodo anterior ao ano 2003 (DUPONT et al.,
2008; GRAU-ROMA et al., 2008), ano em que PCV2b comecou a ser detectado com
frequéncia, associado a SMDS (DUPONT et al., 2008; SORIA; SEGALES, 2012).
PCV2a apresenta cinco grupos (2A a 2E) enquanto que, 0 PCV2b é subdividido em trés
grupos (1A a 1C) (OLVERA; CORTEY; SEGALES, 2007). Um terceiro gen6tipo
(PCV2c) foi detectado em amostras de suinos com infeccdo subclinica, na Dinamarca
(DUPONT et al., 2008). Adicionalmente, mais recentemente foi descrito um genétipo
que apresenta relagdo com o gen6tipo PCV2b subtipo 1C designado PCV2b mutante
(mPCV2b), atualmente denominado PCV2d, que por sua vez, se divide nos grupos
PCV2d-1 e PCV2d-2 (XIAO; HALBUR; OPRIESSNIG, 2015).

Estudos realizados in vivo e in vitro evidenciaram o surgimento de novos
genotipos resultantes da recombinacdo de gendtipos de PCV2, quando infectam
concomitantemente células do mesmo hospedeiro (GRAU-ROMA et al., 2008). O
surgimento de novos genotipos e a divergéncia genética gradual dentro do mesmo
genotipo, também pode ser consequéncia da pressdo de vacinagdo e selecdo natural
(XIAO; HALBUR; OPRIESSNIG, 2015).
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3.2.4. Doengas associadas ao PCV2

O conjunto das manifestacdes clinicas e a forma subclinica de infeccdo por
PCV2 sdo denominadas doengas associadas ao PCV2 (DAPCV2) (OPRIESSNIG;
MENG; HALBUR, 2007). A forma mais comum de DAPCV?2 ¢ a infeccdo subclinica
(GILLESPIE et al., 2009; SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2012; SEGALES et al.,
2012). Contudo, PCV2 é também associado a varias sindromes clinicas como, SMDS,
atualmente designada doenca sistémica associada a PCV2 (GILLESPIE et al., 2009;
SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2012), SDNS (SEGALES et al., 1998), enterite
(ZLOTOWSKY et al., 2008; OPRIESSNIG et al., 2011), desordens reprodutivas (KIM;
JUNG; CHAE, 2004; PITTMAN, 2008) e doenca respiratoria (KIM; CHUNG; CHAE,
2003). PCV2 foi associado ao tremor congénito tipo Il (STEVENSON et al., 2001),
todavia, trabalhos subsequentes ndo detectaram PCV2 em leitdes com essa condicdo
(HA et al., 2005). A SMDS representa maior impacto econémico e ja foi amplamente
descrita na Asia, Europa, América do Sul, Estados Unidos da América e Oceania
(ROSELL et al., 1999; ELLIS et al., 1998; OLVERA; CORTEY; SEGALES, 2007;
MONROY et al., 2014; SORIA, 2014), contudo, é pouco descrita na Africa (DREW et
al., 2004), figura 5.

Figura 5. Paises onde a SMDS ja foi diagnostica (cor vermelha). Fonte: SORIA (2014).
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3.2.5. Transmissao

O PCV2 pode ser excretado através de secrecOes oral, nasal e ocular, fezes,
urina, leite, sémen e colostro, o que torna facil a transmissao e disseminacdo do virus
(SEGALES et al., 2005; ROSE et al., 2012; SORIA; SEGALES, 2012). O virus pode
ser transmitido de forma horizontal ou vertical (DVORAK et al., 2013) e a principal via
de infeccdo natural entre suinos é o contato direto oro-nasal (SORIA; SEGALES,
2012). A infeccdo também pode ocorrer através do contato com secrecfes ou ainda,
através de instalacGes, equipamentos e pessoal contaminado (ZANELLA, 2007).
Leitdes recém-nascidos se infectam através do contato direto com a fémea, ingestdo de
colostro ou, a partir do ambiente da maternidade (DVORAK et al., 2013).

A transmissdo do PCV2 também pode ocorrer por via transplacentaria (GAVA
et al., 2008; SARLI et al., 2012; DVORAK et al., 2013). Porcas negativas para PCV2,
qguando inseminadas com sémen de machos positivos, soroconvertem em até 30 dias de
gestacdo e antigenos e DNA de PCV2 podem ser detectados no sangue e multiplos
Orgdos da progénie (GAVA et al., 2008). Adicionalmente, DNA de PCV2 ja foi
detectado também em fetos abortados e natimortos (KIM; JUNG; CHAE, 2004).

Experimentalmente, PCV2 pode ser inoculado por via intranasal (YU et al.,
2007; PATTERSON et al., 2015) oral (OPRIESSNIG, 2009a; OPRIESSNIG et al.,
2011), intrauterina (SARLI et al., 2012) e intralinfoide (OPRIESSNIG et al., 2003).
PCV2 é extremamente estadvel sob condi¢bes ambientais. O virus conserva a sua
capacidade de infeccdo em cultivo celular apds incubagdo a 56 ou 70°C, em meio acido
(pH3) ou em cloroférmio, por 15 minutos. Essa resisténcia a inativacdo € importante na
epidemiologia do agente e, possui implicacBes para o controle das infeccdes por PCV2
no rebanho e instalacdes (ZANELLA, 2007).

3.2.6. Patogenia

PCV2 nédo codifica sua prépria DNA polimerase de forma que, para sua
replicacdo precisa infectar células que se encontram na fase S do ciclo celular
(TISCHER et al., 1986). Dessa forma, a replicagdo do virus ocorre em células com
elevado indice mitdtico, como macréfagos, células epiteliais e células endoteliais (YU
et al., 2007). No sangue periférico, a replicacdo do PCV2 ocorre, principalmente, em

linfécitos T circulantes (CD4+ e CD8+) e em menor proporcdo em linfocitos B (YU et
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al., 2007). Apo6s a infeccdo e replicacdo viral que acontece em células do sistema
imunolégico, ocorre viremia sete dias apo6s a infeccdo (OPRIESSNIG et al., 2003;
OPRIESSNIG et al., 2008), e atinge o pico entre 14 e 21 dias apds a infeccdo, periodo
que ocorre a disseminacdo do virus para varios 6rgdos (OPRIESSNIG et al., 2008).
PCV?2 ja foi detectado em linfocitos, células epiteliais renais e do trato respiratorio,
células endoteliais, enterdcitos, hepatdcitos, muasculo esquelético, medula Ossea e
células acinares do pancreas (CORREA et al., 2006; OPRIESSNIG et al., 2009a;
HANSEN et al., 2010b; OPRIESSNIG; LANGOHR, 2012). Todavia, 0 virus &,
principalmente, detectado em 6rgdos linfoides, onde causa deplecéo linfoide e perda da
arquitetura nodal (OPRESSNING et al., 2007; SEGALES, 2012). A deplecio linfoide é
consequéncia da reducdo do numero de células dendriticas interfoliculares, linfécitos B,
células NK, linfocitos T vd e linfocitos T CD4+ e CD8+ (DARWICH; MATEU, 2012).
A lesdo nos linfonodos causa imunodepressdo, tornando os suinos afetados mais
susceptiveis a infeccdo por outros patogenos (NUNEZ et al., 2003; MENG et al., 2013).

PCV2 também pode induzir deplecdo linfoide através da inducdo de apoptose,
contudo, varios estudos apresentaram resultados controversos. Uma proteina codificada
pela ORF 3 foi identificada em células PK-15 infectadas com PCV2 e esta induzia a
apoptose, através da ativacdo da caspase-3 e caspase-8 (LIU; CHEN; KWANG, 2005).
Contrariamente, Juhan et al. (2010) ndo detectaram diferencas significativas na
severidade de lesdes e quantidade de antigenos de PCV2 em tecidos de suinos
inoculados com PCV2 de campo, ou com um PCV2 mutante, sem a ORF3.

A patogénese da linfadenite necrotizante pode estar associada a apoptose
causada pelo PCV2 no tecido linfoide (KIM; CHAE, 2005) ou ser consequéncia de
lesdo vascular que leva a trombose e subsequente necrose de foliculos linfoides
(GALINDO-CARDIEL et al., 2011). As lesdes vasculares e glomerulares observadas na
SDNS resultam da deposicdo de imunocomplexos nos capilares vasculares e
glomerulares (SEGALES et al., 1998).

A SMDS geralmente ndo € observada em leitdes com menos de quatro semanas,
0 que sugere que anticorpos maternais reduzem a suscetibilidade de os leitdes
manifestarem a sindrome (CALSAMIGLIA et al., 2007). Suinos infectados pelo PCV2
desenvolvem imunidade especifica para o virus, 2 a 3 semanas ap0s a infecgédo
(MEERTS et al., 2005). A soroconversdo ocorre quer na infeccdo subclinica, assim

como na infecgdo clinica. Baixos titulos de anticorpos neutralizantes contra PCV2 estéo
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associados a maior replicacdo de PCV2 e, consequente desenvolvimento da SMDS
(FORT et al., 2007).

3.2.7. Fatores que influenciam a progressao da infeccdo por PCV2 em doenca

clinica

Em vérios paises, PCV2 foi detectado em suinos antes da ocorréncia de casos
clinicos associados a infeccdo pelo virus, o que pressupde que, a epidemiologia de
PCV2 depende de cofatores infecciosos e ndo infecciosos que contribuem para a
ocorréncia das DAPCV2 (ROSE et al., 2012; PATTERSON et al., 2015). Os principais
fatores que podem determinar a progressdo da infeccdo por PCV2 em doenca clinica
sdo: coinfeccdo, imunomodulacgdo, estirpe do virus, suscetibilidade do hospedeiro e
fatores relacionados ao manejo (figura 6) (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007;
SEGALES, 2009).
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Figura 6. Cofatores que influenciam a progresséo da infecgdo por PCV2 em doenca
clinica. Fonte: OPRIESSNIG; MENG; HALBUR (2007).
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3.2.7.1. Coinfecgdo

A coinfec¢do de PCV2 com outros agentes, como 0 PRRSV, parvovirus suino
e Mycoplasma hyopneumoniae, resultam em sinais clinicos e leses mais acentuadas,
quando comparadas as observadas em suinos infectados apenas por PCV2 (KENNEDY
et al., 2000; OPRIESSNIG et al., 2004; KIM; CHAE, 2004; TOMAS et al., 2008;
SEGALES, 2009). Especula-se que os mecanismos através dos quais 0s patdgenos
concorrentes influenciam na infeccdo por PCV2 sdo: 1) promovem 0 aumento da
replicacdo de PCV2 através do aumento de células de linhagem linfocitaria nos tecidos
afetados do hospedeiro, que podem ser alvo para a replicacdo desse virus; 2)
alteraracdo da producdo e perfil de citocinas nos tecidos, o que interfere com a
depuracéo de PCV2 (OPRIESSNIG et al., 2012).

3.2.7.2. Imunomodulacéo

A estimulacdo da replicacdo de PCV2 e o desenvolvimento da SMDS podem ser
induzidas ap6s estimulacdo do sistema imunitario, quer através da vacinacao
(KYRIAKIS et al., 2002; OPREISSNING et al., 2003; MENG et al., 2013) ou
aplicacdo de produtos imunoestimulantes (KYRIAKIS et al., 2002). Suinos acometidos
pela SMDS quando vacinados contra Mycoplasma hyopneumoniae ou submetidos a
injecdo intramuscular com uma substancia imunomoduladora (Baypamun®, Bayer,
Leverkusen, Germany), apresentaram sinais clinicos, lesdes e quantidade de antigenos
nos tecidos mais acentuados, em relacdo aos suinos do grupo controle (KYRIAKIS et
al., 2002). Suinos infectados com PCV2 e vacinados contra Mycoplasma
hyopneumoniae ou Actinobacillus pleuropneumoniae apresentaram viremia por um
periodo mais longo, maior nimero de cdpias de DNA no soro e, deplecdo linfoide

acentuada, em relacdo aos suinos nao vacinados (OPREISSNING et al., 2003).

3.2.7.3. Estirpes virais

Estudos epidemiologicos demonstraram que, atualmente, a SMDS estd mais
associada a isolados de PCV2b do que ao gendtipo PCV2a, sugerindo haver diferenca
na viruléncia entre os dois genotipos (GRAU-ROMA et al., 2008). Adicionalmente,

suinos infectados com um isolado de PCV2, previamente atenuado por multiplas
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passagens em cultivo celular, apresentaram menor viremia e lesdes mais discretas, em
relacdo aos suinos inoculados com um isolado de campo. Essa diferenga foi atribuida a
mutacdo de dois aminoacidos na proteina Cap, sugerindo que, alteracbes minimas no
genoma de PCV2 podem resultar em diferencas na viruléncia e severidade de lesdes

associadas a infeccdo pelo virus (FENAUX et al., 2004).

3.2.7.4. Hospedeiro

A raga do suino pode determinar a suscetibilidade em relacdo & infecgdo por
PCV2. Suinos da raca Landrace sdo mais suscetiveis a infeccdo por PCV2 em relagéo as
racas Duroc, Large White (OPRIESSNIG et al. 2006) e Pietrain (OPRIESSNIG et al.,
2009b). A inoculacdo de PCV2 a leitBes das racas Landrace e Pietran, submetidos as
mesmas condi¢fes de manejo, concluiu-se que os suinos de raca Landrace apresentavam
deplecdo linfoide acentuada quando comparada aos suinos de raca Pietrain
(OPRIESSNIG et al., 2009b).

A imunidade maternal também influencia na suscetibilidade da infeccdo por
PCV2. LeitBes que ndo ingeriram colostro sdo mais susceptiveis a desenvolver a SMDS
(TOMAS et al., 2008). Ainda, leitdes nascidos de porcas com baixo titulo de anticorpos
contra PCV2 apresentam maior taxa de mortalidade em relacdo aos nascidos de matrizes
com titulo maior de anticorpos (CALSAMIGLIA et al., 2007).

3.2.7.5. Manejo

Vérios fatores ndo infecciosos relacionados com instalacbes, manejo e
biosseguranca favorecem a ocorréncia de DAPCV2 (ALARCON et al., 2011;
SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2012). Esses fatores causam estresse, e incluem
densidade elevada, ambiente inadequado, baixa qualidade do ar, da 4gua e da racéo,
mistura de leitdes com procedéncias e idades diferentes, falhas na limpeza/desinfeccéo e
a ndo realizagdo de vazio sanitario (ZANELLA, 2012). Em um estudo experimental,
Patterson et al. (2015) concluiram que suinos infectados com PCV2, quando
introduzidos em baias com alta densidade e/ou a temperatura ambiente elevada,

apresentaram aumento da carga viral no soro e nos tecidos.
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3.2.8. Sinais clinicos

Suinos acometidos pela infec¢do subclinica por PCV2 ndo apresentam sinais
clinicos aparentes (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007), contudo, quando
vacinados contra PCV2, melhoram o ganho médio de peso, condicdo corporal e peso da
carcaca (YOUNG; CUNNINGHAM; SANFORD, 2011).

A SMDS afeta, principalmente, leitbes desmamados (SEGALES; ALLAN;
DOMINGO, 2012), mas também foi diagnosticada em suinos na fase de terminacao
(HANSEN et al.,, 2010b; VALLI; KIUPEL; BIENZLE, 2016). Suinos acometidos
apresentam baixo ganho de peso, emagrecimento, apatia, anorexia, pele e mucosas
ictéricas, caquexia com evidenciacdo dos o0ssos da coluna vertebral, diarreia e
dificuldade respiratéria (CORREA et al., 2006; MORES; BARCELLOS; ZANELLA,
2012; CASWELL; WILLIAMS, 2016). Na fase aguda da SMDS observa-se aumento
de linfonodos subcutdneos (SEGALES, ALLAN; DOMINGO, 2012). Quando a
infeccdo por PCV2 afeta o0 sistema nervoso central causa apatia, ataxia, movimentos de
pedalagem e opistétono (CORREA et al., 2007). Granjas afetadas pela SMDS podem
apresentar morbidade de 4-30% (ocasionalmente 50-60%) e a mortalidade pode variar
de 4 a 20% (SEGALES; DOMINGO, 2002), podendo ser superior a 50% (VALLI;
KIUPEL; BIENZLE, 2016).

Suinos com doenca respiratéria associada a infeccdo por PCV2 apresentam
sinais clinicos similares aos causados por outros agentes do CDRS, tais como febre,
descarga nasal, anorexia, tosse e dispneia, que podem causar reducdo do ritmo de
crescimento (OPRIESSNIG et al., 2003; OPRIESSNIG; LANGOHR, 2012).

Enterite associada a PCV2 acomete, principalmente, suinos na fase de
crescimento e terminacdo. Os suinos acometidos apresentam diarreia e retardo de
crescimento (OPRIESSNIG; LANGOHR, 2012; BARO; SEGALES; MARTINEZ,
2015) e ndo respondem a tratamento com antibiéticos (KIM; CHAE, 2005).

A SDNS afeta suinos em torno de 12 a 14 semanas de idade, mas também é
diagnosticada em suinos de terminagdo e reposicdo (DROLET et al., 1999). Suinos
acometidos pela SDNS apresentam depressdo, anorexia, relutancia em se movimentar e
febre, associados a presenca de maculas e papulas avermelhadas, principalmente na pele
da regido perianal e nos membros pélvicos (DROLET et al., 1999; OPRIESSNIG;
LANGOHR, 2012). As desordens reprodutivas associadas a infeccdo pelo PCV2 se
caracterizam por aborto, principalmente, no terco final da gestagdo, mumificacdo e
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maceracado fetal (KIM; JUNG; CHAE, 2004; PITTMAN, 2008; SCHLAFER; FOSTER,
2016).

As manifestacbes clinicas das DAPCV2 devem ser diferenciadas de outras
doencas que causam sinais clinicos similares. O diagnostico diferencial da SMDS inclui
doengas que causam reducdo do crescimento e aumento de mortalidade, como a
sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos (PRRS), doencas respiratdrias cronicas e
salmonelose. As manifestacdes clinicas da doenca entérica devem ser diferenciadas de
ileite por Lawsonia intracellularis e enterite causada por Salmonella spp.
(OPRIESSNIG et al., 2011; SEGALES, 2016). O diagndstico diferencial da SDNS
inclui outras doencas que causam lesdes cutaneas e renais em suinos, como a peste
suina classica, PSA, erisipela suina, septicemia por Salmonella sp. e etc. A sindrome
reprodutiva associada ao PCV2 apresenta sinais clinicos similares aos da PRRS,
parvovirose suina, doenca de Aujeszky e leptospirose (SEGALES, 2016).

3.2.9. Patologia
3.2.9.1. Lesdes macroscopicas

Suinos com infecgdo subclinica por PCV2 nédo apresentam lesGes macroscopicas
(SEGALES, 2012). Na doenca sistémica, as lesdes se distribuem por diferentes 6rgios e
sistemas, com maior acometimento de 6rgdos linfoides (OPRIESSNIG; LANGOHR,
2012; MORES et al., 2012). Linfonodos de suinos afetados apresentam aumento de
volume e superficie de corte palida, enquanto o baco pode apresentar areas de infarto
(SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004; MORES; BARCELLOS; ZANELLA, 2012;
VALLI; KIUPEL; BIENZLE, 2016). Suinos acometidos também podem apresentar
atrofia do timo, reducdo de tamanho das tonsilas e figado atréfico, com éareas de
coloragdo brancacenta (VALLI; KIUPEL; BIENZLE, 2016). O cerebelo pode
apresentar multiplas hemorragias e edema em leptomeninges (CORREA et al., 2007) e
0 rim apresenta pontos brancos na regido cortical (SEGALES, 2012). A infeccdo por
PCV2 também pode causar Ulceras gastricas (ROSELL et al., 1999; KYRIAKIS et al.,
2002; SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004).

Suinos com doenca respiratdria associada a infeccdo por PCV2 apresentam
pneumonia intersticial, a qual se caracteriza por falha no colapso pulmonar ap6s

abertura da cavidade toracica, areas de consolidacdo cranioventral e edema interlobular
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(CORREA et al., 2006; CASWELL; WILLIAMS, 2016). Na doenca entérica, ocorre
aumento do tamanho dos linfonodos mesentéricos, enterite necrotizante, edema de
mesentério, linfangiectasia e espessamento da mucosa do ileo (OPRIESSNIG; MENG;
HALBUR, 2007; ZLOTOWSKI et al., 2008).

A SDNS se caracteriza por presenca de méculas e papulas avermelhadas, com
distribuicdo multifocal a coalescente, localizadas, principalmente, nos membros
pélvicos e regido perianal (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2012; SEGALES, 2012;
OPRIESSNIG; LANGOHR, 2012), podendo em casos graves, se disseminar a regido
torécica, abdominal, membros torécicos e cabeca (DROLET et al., 1999). A nefropatia
se caracteriza por rins aumentados de volume, pélidos e edematosos, com hemorragias
petequiais na regido cortical e medular (IMAI et al., 2006).

Na sindrome reprodutiva, a replicacdo de PCV2 ocorre no coracdo do feto. Fetos
infectados pelo virus apresentam hipertrofia cardiaca com areas pélidas no miocérdio,
além de hepatomegalia, ascite, hidrotérax e hidropericardio (SEGALES, 2012;
SCHLAFER; FOSTER, 2016). Porcas prenhes infectadas por PCV2 podem apresentar
necrose no epitélio da placenta (SARLI et al., 2012).

3.2.9.2. Lesdes microscopicas

Suinos com infeccdo subclinica geralmente ndo apresentam lesbes histolégicas
ou quando estas ocorrem, sdo discretas e localizadas em ocasionais linfonodos
(HANSEN et al., 2010b; SEGALES, 2012). Na infeccdo sistémica por PCV2, as lesdes
histoldgicas ocorrem, principalmente, em 6rgdos linfoides (linfonodos, bago, timo,
tonsilas e placas de Peyer), pulmdes e rins (MORES; BARCELLOS; ZANELLA, 2012;
OPRIESSNIG; LANGOHR, 2012). No tecido linfoide, a lesdo se caracteriza por
deplecédo linfoide, necrose celular em centros foliculares e infiltrado de histiécitos e
células gigantes multinucleadas que ocasionalmente, podem apresentar corpusculos de
inclusdo basofilicos intracitoplasmaticos, com forma de cacho de uva (ROSELL et al.,
1999; SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004; GALINDO-CARDIEL et al., 2011;
VALLI; KIUPEL; BIENZLE, 2016). O infiltrado de histiocitos geralmente é observado
nos seios subcapsulares, seios medulares e em foliculos linfoides (HANSEN et al.,
2010b). Além do infiltrado granulomatoso, os linfonodos também podem apresentar
areas de necrose (linfadenite necrotizante) (KIM; CHAE, 2005; GALINDO-CARDIEL

et al., 2011) e em casos de doenca crbnica, apresentam edema e fibrose (HANSEN et



45

al., 2010b). O figado apresenta infiltrado de linfocitos periportal, necrose individual de
hepatdcitos e areas extensas de necrose hepatocelular (CASWELL; WILLIAMS, 2016).
No cerebelo, observam-se hemorragias multiplas em leptomeninges, associada a
vasculite linfoplasmocitica, degeneracdo fibrinoide em vasos e edema perivascular
(CORREA et al., 2007).

O pulméo apresenta espessamento de septos alveolares devido a hiperplasia de
pneumacitos tipo Il e infiltrado intersticial de células inflamatdrias mononucleares,
além de fibroplasia peribronquiolar, bronquiolite ulcerativa e pneumonia necrotizante
proliferativa (KIM; CHUNG; CHAE, 2003; OPRIESSNIG; LANGOHR, 2012;
SEGALES, 2012; CASWELL; WILLIAMS, 2016). Quando ocorre coinfeccdo com
Mycoplasma hyopneumoniae ou outros agentes bacterianos, observam-se hiperplasia de
tecido linfoide peribronquiolar ou infiltrado inflamatério purulento (OPRIESSNIG;
LANGOHR, 2012).

As principais lesdes observadas no intestino séo deplecéo linfoide e infiltrado de
histiocitos em placas de Peyer, infiltrado linfohistiocitico na mucosa, deplecdo de
células caliciformes, atrofia de vilosidades e dilatacdo de vasos linfaticos
(ZLOTOWSKI et al., 2008; SEGALES, 2012). Histologicamente, as maculas e papulas
observadas em suinos com SDNS, se caracterizam por necrose e hemorragias cutaneas,
associadas a vasculite necrotizante. Por sua vez, a lesdo renal consiste em
glomerulonefrite fibrinonecrdtica e nefrite intersticial linfohistiocitica (SEGALES;
ROSELL; DOMINGO, 2004; IMALI et al., 2006). Em fetos infectados por PCV2, o
miocardio apresenta areas extensas de degeneracdo, edema, e necrose, com fibrose
moderada e infiltrado difuso de linfocitos e macrofagos (PITTMAN, 2008;
SCHLAFER; FOSTER, 2016).

3.2.10. Diagnéstico

PCV2 pode ser detectado em suinos com infec¢do subclinica ou com sinais
clinicos caracteristicos de DAPCV2. O diagndstico de doenca clinica deve ser obtido
com base na combinagdo entre os sinais clinicos, lesdes macroscopicas, lesdes
histoldgicas caracteristicas associadas & demonstracdo de antigenos e/ou &cido nucléico
de PCV2 nos tecidos (ROSELL et al., 1999; SEGALES; DOMINGO, 2002; KIM;
CHAE, 2004; CASWELL; WILLIAMS, 2016). As principais técnicas usadas para
detectar a infecc¢do por PCV2 sdo testes soroldgicos, isolamento viral, IHQ, hibridizagédo
in situ e a PCR (SORDEN et al., 1999; CALSAMIGLIA et al., 2002; KIM; CHAE,
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2004; GALINDO-CARDIEL et al., 2011; GALINDO-CARDIEL et al., 2011;
MONROY et al., 2014; BARO; SEGALES; MARTINEZ, 2015).

A deteccdo de anticorpos contra PCV2 no soro de suinos, pode ser feita atraves
das técnicas de imunofluorescéncia indireta, imunoperoxidase e ELISA (ZANELLA,
2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). A sorologia ndo pode ser utilizada para
0 diagnostico da infec¢do clinica por PCV2, uma vez que, suinos com infeccdo
subclinica podem ser soropositivos (GILLESPIE et al., 2009).

O isolamento viral é frequentemente feito em células de rim suino das linhagens
PK15 ndo infectadas por PCV1 a partir de amostras de soro, fluido de lavagem
bronquial e tecido macerado (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2012). O PCV2 ndo
apresenta efeito citopatico nos cultivos celulares, por isso, a confirmacgédo do isolamento
viral é obtida através das técnicas de imunofluorescéncia ou imunoperoxidase (ALLAN;
ELLIS, 2000).

A técnica de hibridizacdo in situ permite identificar o genoma de PCV2 em
cortes histologicos e tem sido usada no diagndstico de doengas associadas a infeccédo
por PCV2 (KIM; CHAE, 2004; GALINDO-CARDIEL et al., 2011). Esta técnica tem a
desvantagem de empregar reagentes de custo elevado e o tempo necessario para a
obtencéo dos resultados é demorado (SORDEN et al., 1999).

O exame de IHQ permite visualizar antigenos de PCV2 associados a lesdo
histologica (OPRIESSNIG et al., 2009a; HANSEN et al., 2010b). Para que antigenos de
PCV2 sejam detectaveis através desta técnica, € necessario que a amostra apresente no
minimo, 108 copias de genomas de PCV2 por 500ng de DNA (BRUNBORG;
MOLDAL; JONASSEN, 2004). A imunomarcacdo é evidenciada em histidcitos e
células gigantes, principalmente, nos centros foliculares dos linfonodos, macrofagos
alveolares, epitélio das glandulas peri-bronquiolares, e no epitélio tubular das algas de
Henle e dos tdbulos coletores renais (CORREA et al., 2006; OPRIESSNIG et al.,
2009a; HANSEN et al., 2010b). Em fetos abortados, antigenos de PCV2 sdo detectados
nos cardiomiécitos (PITTMAN, 2008). Lesbes histoldgicas acentuadas associadas a
grande quantidade de antigenos de PCV2 nos tecidos, sugerem a ocorréncia de SMDS.
Por sua vez, a deteccdo de lesbes histoldgicas discretas, associadas a baixa quantidade
de antigenos é caracteristica de infecgdo subclinica por PCV2, ou, de estagio inicial ou
convalescente da SMDS (SEGALES; DOMINGO, 2002; SEGALES, 2012).

A deteccdo de DNA de PCV2, a partir de amostras de soro, tecidos frescos,

fezes, sémen e fetos abortados é feita atraves de varios tipos de PCR (OPRIESSNIG et
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al., 2003; KIM; JUNG; CHAE, 2004; FORT et al., 2007; OPRIESSNIG et al. 2008;
ZLOTOWSKI et al., 2008; SARLI et al., 2012); assim como é possivel através de
tecidos fixados em formalina e emblocados em parafina (OJOK et al.,, 2013). A
deteccdo de material genético de PCV2 em amostras de soro permite a realizacdo de
estudos epidemioldgicos em suinos vivos (CALSAMIGLIA et al.,, 2002). A PCR
quantitativa pode detectar quantidades minimas de DNA de PCV2 contidos numa
determinada amostra (CALSAMIGLIA et al., 2002). Suinos que apresentam copias de
genoma de PCV2, iguais ou superiores a 10’/mL de soro, tém maior probabilidade de
apresentar lesdes e sinais clinicos associados a infeccdo por PCV2 (BRUNBORG;
MOLDAL; JONASSEN, 2004; SEGALES et al. 2005). Contudo, um resultado positivo
na PCR ndo é conclusivo para o diagnostico da infeccéo clinica por PCV2, visto que,
suinos com infec¢do subclinica, também podem ser positivos no exame de PCR
(SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2012). Sendo assim, o resultado da PCR deve ser
associado a visualizagdo de lesdes histologicas associadas a presenca de antigenos do

virus.

3.2.11. Prevencao e controle

A prevencdo e controle da infecgdo por PCV2 € realizada através da corre¢édo de
fatores de manejo que podem favorecer a infeccdo e através da vacinagdo (ALARCON
et al., 2011; MORES; BARCELLOS; ZANELLA, 2012). As principais medidas de
manejo incluem a aplicacdo de antibioticos para a prevencao de infeccdes bacterianas,
otimizacdo de medidas de biosseguranga, limpeza e desinfeccéo de instalacGes, reducgéo
de fatores de estresse (densidade das baias, ventilagdo inadequada e controle de
temperatura), isolamento de suinos afetados e controle de doencas virais concomitantes
(MORES; BARCELLOS; ZANELLA, 2012; PATTERSON et al., 2015).

Atualmente, varias vacinas comerciais para PCV2 estdo disponiveis, o que
reduziu significativamente o impacto negativo causado pela infeccdo por esse virus
(OPRIESSNIG et al., 2009c; KRISTENSEN; BAADSGAARD; TOFT, 2011). As
principais vacinais comerciais disponiveis para PCV2 sdo: Circovac® (Merial S.A.S.,
Lyon, France), Ingelvac® CircoFLEX (Boehringer Ingelheim, Ingelheim/Rhein,
Germany), Suvaxyn® PCV2 (Fort Dodge Animal Health Limited, Southampton, United
Kingdom), Porcilis® PCV (Intervet International BV, Boxmeer Netherlands), e
Circumvent® PCV (Intervet/ScheringPlough Animal Health, Millsboro, USA)
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(KRISTENSEN; BAADSGAARD; TOFT, 2011; MORES; BARCELLOS; ZANELLA,
2012; CHAE, 2012). As vacinas comerciais sdo inativadas, baseadas no genotipo
PCV2a e fornecem imunidade cruzada a infeccdo por PCV2b (FORT et al., 2008).

As vacinas estimulam resposta imunolégica humoral e celular (MENG, 2013;
SEGALES, 2014; SEO et al., 2014) e podem ser aplicadas a porcas ou leitdes (CHAE et
al., 2012). O protocolo de vacinagéo de porcas consiste em duas doses com intervalo de
3-4 semanas, sendo que, a segunda, é administrada pelo menos duas semanas antes do
parto, visando o aumento de imunoglobulina G anti-PCV2 no colostro. O grau de
imunidade anti-PCV2 no leitdo depende da quantidade de colostro que este ingerir nas
primeiras 24 a 48 horas ap6s o nascimento, e do tempo médio de vida dos anticorpos
maternais (CHAE, 2012). Por outro lado, o protocolo de vacinacéo de leitdes, consiste
em aplicar a vacina a partir da terceira semana de idade (MENG et al., 2013), quando o
nivel de anticorpos maternais residuais é minimo (CHAE, 2012).

As vacinas contra PCV2 reduzem a viremia e a quantidade de DNA viral em
orgaos linfoides, mesmo quando a vacina é aplicada em suinos com viremia de PCV2 e
com anticorpos maternais (FORT et al., 2008; SEO et al., 2014). A aplicacdo da vacina
contra PCV2 em leitdes com infecgdo subclinica melhora o ganho de peso diério e reduz
a taxa de mortalidade (YOUNG; CUNNINGHAM; SANFORD, 2011). A eficécia da
vacina contra PCV2 ¢ avaliada pela sua capacidade de prevenir infeccdo, de reduzir a
severidade de lesdes, e induzir uma resposta imunoldgica capaz de reduzir
significativamente a viremia, excrecdo e probabilidade de transmissdo do PCV2 (FORT
et al., 2008; OPRIESSNIG et al., 2009c). Falhas vacinais associadas a vacina contra
PCV2 podem ocorrer devido a aplicacdo da vacina em suinos doentes ou
imunodeprimidos e 0 ndo respeito das indicacdes do produtor da vacina (OPRIESSNIG
et al., 2009c). Falhas vacinais relacionadas a vacina contra PCV2 também tem sido
associadas a emergéncia de PCV2d (OPRIESSNIG et al., 2013; SEO et al., 2014).
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS

Os materiais e métodos aplicados, os resultados e as discussdes da pesquisa serdo a

seguir apresentados em dois artigos cientificos.
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Infeccdo pelo virus influenza A em suinos de Mogambique
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P. Pavarini e David Driemeier

O artigo foi submetido para publicacdo no periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira.

Artigo 2:
Detection and phylogenetic characterization of porcine circovirus type 2 from pigs
in Mozambique

Claudio Jodo Mourdo Laisse, Carine Kunzler Souza, Paula Reis Pereira, Cintia De
Lorenzo, Matheus Viezzer Bianchi, Lourenco P. Mapaco, Saulo Petinatti Pavarini,

Claudio Wageck Canal, David Driemeier.

O artigo sera submetido para publicacdo a um periddico por identificar.
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41. Artigo 1.

Infeccio pelo virus influenza A em suinos de Mocambique?

Claudio J. M. Laisse? 3*, Matheus V. Bianchiz?, Paula R. Pereira?, Cintia De Lorenzoz?, Saulo P.
Pavarini? e David Driemeier?

ABSTRACT. - Laisse C.J.M., Bianchi M.V,, Pereira P.R., De Lorenzo C. Pavarini S.P. &
Driemeier D. 2017. [Influenza A virus infection in pigs from Mozambique.] Infeccio
pelo virus influenza A em suinos de Mogcambique. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-
00. Setor de Patologia Veterinaria, Departamento de Patologia Clinica Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Goncalves
9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: claudiolaisse@yahoo.com.br

Swine influenza (SI) is an acute and highly contagious disease of the respiratory
tract of pigs caused by influenza A virus (IAV). The disease causes economic losses in
swine production and is of great public importance for its zoonotic potential. The aim of
the present study was to report [AV infection in pigs from Mozambique and characterize
the anatomopathological and immunohistochemical features of associated lung lesions.
Lungs from 457 slaughtered pigs were subjected to gross evaluation and 38 (8.3%) lungs
with cranioventral consolidation were collected from a slaughterhouse in Matola City,
southern Mozambique. Areas of consolidation in each lung lobe were classified in 4 grades
according to the lesion extension. Samples with consolidated lung tissue were examined
for histopathology and immunohistochemistry for the presence of 1AV, Porcine circovirus
type 2 (PCV2) and Mycoplasma hyopneumoniae antigens. The lungs had multifocal to
coalescing areas of consolidation lesions observed most frequently in the cranial, middle,
and accessory lobes. The lesions involved mainly one or three pulmonary lobes and grade
1 and 2 lesions were the most frequent. The main histopathological findings were
necrotizing bronchiolitis (23/38), alveolar neutrophil infiltration (24/38), type II
pneumocytes hyperplasia (26/38), peribronchiolar lymphoid tissue hyperplasia (28/38)
and interstitial mononuclear cells infiltrate (29/38). Immunohistochemistry (IHQ)
revealed positive staining in 84.3% (32/38) of the samples and IAV nucleoprotein was
present in the nucleus of bronchial and bronchiolar epithelial cells and alveolar
macrophages. Positive [HQ pigs were from Matutuine district (5/32), Moamba district
(2/32), Namaacha district (21/32), Boane district (3/32) and Matola city (1/32). All lung
samples were immunohistochemically negative for PCV2 and Mycoplasma hyopneumoniae.
These results demonstrate that [AV is a cause of pneumonia in pigs in Mozambique.

INDEX TERMS: Swine diseases, Influenza A virus, immunohistochemistry, pulmonary
consolidation, Mozambique.
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2 Setor de Patologia Veterinaria, Departamento de Patologia Clinica Veterinaria, Faculdade
de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Gongalves
9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brasil. *Autor para correspondéncia:
claudiolaisse@yahoo.com.br

3 Seccdo de Anatomia Patoldgica, Faculdade de Veterinaria, Universidade Eduardo
Mondlane (UEM), Av. de Mogambique, Km 15, Maputo, Mogcambique.
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RESUMO.-A influenza suina (IS) é uma doenca aguda e altamente contagiosa do trato
respiratério de suinos, causada pelo virus influenza A (VIA). A doenca provoca perdas
econdmicas na suinocultura e também, tem importincia na satde publica devido ao seu
potencial zoonotico. O objetivo deste trabalho foi relatar a infecgdo pelo VIA em suinos de
Mogambique e realizar a caracterizagdo anatomopatolégica e imuno-histoquimica (IHQ)
das lesOes pulmonares associadas. Pulmdes de 457 suinos abatidos foram avaliados e
coletados 38 (8.3%) pulmdes de suinos com areas de consolidagdo pulmonar em um
abatedouro na cidade da Matola, no Sul de Mocambique. As areas de consolidagdo em cada
lobo pulmonar foram classificadas em 4 graus de acordo com a extensdo da lesao.
Amostras de pulmdes com consolidacdo foram submetidas ao exame histopatolégico e IHQ
para a detec¢do de antigenos do VIA, Circovirus suino tipo 2 (PCV2) e Mycoplasma
hyopneumoniae. Os pulmdes coletados apresentaram areas multifocais ou coalescentes de
consolidagcdo pulmonar, frequentemente, observadas nos lobos craniais, mediais e
acessorio. Estas lesdes acometiam principalmente um ou trés lobos pulmonares e as lesdes
de grau 1 e 2 foram as mais frequentes. As principais lesdes histopatoldgicas observadas
foram bronquiolite necrotizante (23/38), infiltrado de neutroéfilos nos alvéolos (24/38),
hiperplasia de pneumdcitos tipo Il (26/38), hiperplasia de tecido linfoide peribronquiolar
(28/38), e pneumonia intersticial mononuclear (29/38). No exame de IHQ, antigenos do
VIA foram detectados em 84.3% (32/38) dos pulmdes com pneumonia, e a nucleoproteina
do virus foi visualizada, no nucleo de células epiteliais de bronquios e bronquiolos e em
macrdéfagos alveolares. Suinos positivos para o VIA na IHQ eram provenientes do distrito
de Matutuine (5/32), distrito da Moamba (2/32), distrito de Namaacha (21/32), distrito
de Boane (3/32) e Cidade da Matola (1/32). Todas as amostras foram negativas para
PCV2 e Mycoplasma hyopneumoniae pelo exame de IHQ. Os resultados demonstram que o
VIA esta presente e é causa de pneumonia em suinos em Mocambique.

TERMOS DE INDEXACAO: Doengas de suinos, Virus influenza A, imuno-histoquimica,
consolidagdo pulmonar, Mogambique.

INTRODUCAO

As doencas infecciosas respiratérias de suinos sdo um dos principais problemas sanitarios
na suinocultura tecnificada e sdo causadas por agentes virais e bacterianos que fazem
parte do complexo de doengas respiratérias dos suinos (CDRS) (Van Alstine 2012). Um
dos agentes envolvidos no CDRS é o virus influenza A (VIA), um virus RNA de cadeia
simples negativa, da Familia Orthomyxoviridae (Harms et al. 2002, Kothalawala et al.
2006, Van Alstine 2012, Van Reeth et al. 2012). O VIA pode infectar varios hospedeiros,
incluindo suinos e humanos (Dandagi & Byahatti 2011). A influenza suina (IS) é uma
doenca aguda e altamente contagiosa, de distribuicdo mundial, que causa importante
impacto econdmico na suinocultura (Kothalawala et al. 2006).

Os principais subtipos do VIA que infectam suinos sdo H1IN1, HIN2 e H3N2 (Choi et al.
2003, Lyoo et al. 2014, Vincent et al. 2014, Janke 2014). Contudo, os suinos também
podem se infectar com outros subtipos do VIA, origindrios de humanos e aves, o que os
torna um hospedeiro importante na epidemiologia da infeccdo pelo virus (Ito et al. 1998).
A transmissao natural do VIA entre suinos ocorre através do contato direto com secrecoes
de animais infectados ou por aerosséis, e provoca um quadro clinico agudo caracterizado
por febre, respiracao abdominal, descarga nasal, tosse e depressao (Jung et al. 2005, Rajao
et al. 2013, Vincent et al. 2014, Caswell & Williams 2016). A doenca acomete suinos de
qualquer idade, causa alta morbidade, porém, baixa taxa de mortalidade (Van Reeth et al.
2012). O diagnostico presuntivo de IS pode ser obtido com base nos sinais clinicos e lesdes
macroscdpicas e histolégicas caracteristicas da infec¢do pelo virus, contudo, o diagnéstico
definitivo é baseado no isolamento viral, detec¢do de antigenos e/ou material genético do
virus (Van Reeth et al. 2012, Schaefer et al. 2013).

Em Mogambique, a populacdo suina é estimada em 1.588,325 (INE 2016) e as
producdes em sua maior parte sdo pequenas (com menos de 50 suinos) (INE 2001, INE
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2011) e fazem criacdo em sistema extensivo. Contudo, ha uma tendéncia em aumentar o
nimero de médias propriedades (INE 2001, INE 2011), que criam os suinos em
confinamento, o que favorece a ocorréncia de doencas respiratdrias (Mastin et al. 2011).
Contrariamente ao verificado na Europa, Asia e Américas, em paises da Africa, pesquisas
sobre a infecgao pelo VIA em suinos sdo escassas ou inexistentes (Meseko et al. 2013). Em
Mocambique, ndo ha trabalhos publicados que descrevam a ocorréncia deste virus na
populagdo suina. O objetivo desse trabalho é relatar a ocorréncia de infeccao pelo VIA em
suinos de Mogambique e realizar uma caracterizagdo anatomopatolégica e imuno-
histoquimica das les6es pulmonares.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Pulmd&es com alteracées macroscopicas de consolidacdo pulmonar foram coletadas de
suinos, durante o abate, em um abatedouro localizado na cidade da Matola, Provincia de
Maputo, no sul de Mogambique (25° 55' 26" S, 320 27' 57" E), no periodo de dezembro de
2014 a fevereiro de 2015 e dezembro de 2015 a fevereiro de 2016. Este abatedouro de
suinos é o maior na regido sul de Mocambique e abate suinos provenientes de varios
distritos desta regido, principalmente, de granjas comerciais que fazem a criacdo de suinos
em confinamento.

Exame macroscopico

Os suinos abatidos ndo foram submetidos a avaliagdo clinica para detectar sinais
clinicos de doenca respiratdria. Pulmdes de todos os suinos abatidos nos dias em que
foram feitas as coletas foram submetidos a avaliacdo visual e palpacido para detectar
alteracdo de cor e consisténcia nos sete lobos pulmonares: cranial esquerdo (CRE) e
direito (CRD), medial esquerdo (ME) e direito (MD), acessorio (A), caudal esquerdo (CAE)
e direito (CAD) (Van Alstine 2012).

Os pulmdes que apresentaram consolidagdo pulmonar, a porcentagem da area da lesdo
em cada lobo foi estimada com base na divisdo imaginaria dos lobos em quatro partes
iguais e classificada segundo o método de Madec e Kobisch (Lyoo et al. 2014). A
porcentagem da area com consolidagcdo em cada lobo foi expressa nos seguintes graus:
grau 0, sem lesdo; grau 1, pneumonia discreta (1 a 25% do lobo pulmonar); grau 2,
pneumonia moderada (26 a 50% do lobo pulmonar); grau 3, pneumonia acentuada (51 a
75 % do lobo pulmonar); e grau 4, pneumonia muito acentuada (76 a 100 % do lobo
pulmonar).

A porcentagem da area de consolidacao por lobo pulmonar, origem e peso vivo do suino
foram registrados. A idade dos suinos abatidos nao estava disponivel nos registos do
abatedouro.

Histopatologia e exame de imuno-histoquimica.

As amostras de pulmdes com consolidagdo foram fixadas em solucdo de formalina
tamponada a 10% por 48 horas, processadas rotineiramente para histologia, incluidas em
blocos de parafina, cortadas a 3um e coradas com hematoxilina e eosina (HE).

Para detectar antigenos do VIA, todas as amostras de pulmdo com pneumonia foram
submetidas a técnica de imuno-histoquimica (IHQ). A recuperagido antigénica foi obtida
com protease XIV por 25 minutos a 37°C. A inibicdo de ligacdes ndo especificas foi
realizada com leite desnatado 5%, durante 15 minutos a temperatura ambiente (TA). As
laminas foram incubadas overnight em anticorpo primario policlonal anti-IA na diluicdo
de 1:500 (Millipore, Billerica, MA, USA). Foi utilizado como anticorpo secundario o
polimero MACH 4 Universal HRP-Polymer (Biocare Medical, Concord, CA). A reagdo foi
revelada com o cromégeno 3’3-diaminobenzidina (DAB, Dako). As laminas foram contra-
coradas com hematoxilina de Harris. Como controle negativo, cortes de pulmao foram
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incubados com solucdo tampdo salina (PBS), ao invés de anticorpo primario e para
controle positivo foram empregados cortes de pulmao positivos para o VIA (Watanabe et
al. 2012).

As amostras de pulmao foram igualmente submetidas a exame de [HQ para Circovirus
suino tipo 2 (PCV2) empregando um anticorpo policlonal anti-PCV2 (lowa State
University, USA) na diluicio de 1:1000 (Zlotowski et al. 2008) e para Mycoplasma
hyopneumoniae usando um antisoro autoimune anti-Mycoplasma hyopneumoniae,
gentilmente cedido por Nelson Morés (CNPSA/Embrapa), na diluicdo de 1:200 (Almeida et
al. 2012).

RESULTADOS

Exame macroscopico

No periodo em que foram realizadas as coletas de amostras, foram abatidos e avaliados
457 suinos, (minimo de seis e maximo de 47 suinos abatidos/dia) provenientes da Cidade
de Maputo e Provincias de Maputo (distritos de Boane, Matola, Manhica, Matutuine,
Moamba e Namaacha,) e Gaza (distritos de Chibuto e Xai-Xai). Os suinos abatidos eram de
ragas exéticas, principalmente, Large White e Landrace e ragas locais (raga landim),
principalmente, de granjas comerciais.

Trinta e oito (8.3%) suinos apresentaram areas de consolidagdo, em pelo menos um
lobo pulmonar, e estas, eram multifocais ou coalescentes, bem delimitadas, avermelhadas
a acinzentadas e com consisténcia aumentada em relagdo ao parénquima pulmonar
normal (Fig.1). Consolidacdo pulmonar foi detectada afetando um (31.6%), dois (7.9%),
trés (26.3%), quatro (7.9%), cinco (5.3%), seis (10.5%) e sete (10.5%) lobos. Os lobos MD
(76.3%) e ME (57,9%) foram os mais acometidos e apresentaram maior porcentagem de
lesdes de graus 2, 3 e 4, enquanto os lobos CAD (26.3%) e CAE (26.3%) foram os menos
afetados, e, quando acometidos, apresentaram lesdes de graus 1 e 2 (Quadro 1). Os
pulmdes com consolidagdo geralmente apresentavam-se ndo colapsados e alguns tinham
secrecdo mucopurulenta no interior de brénquios e bronquiolos e edema.

0 peso vivo dos suinos que apresentaram consolidagdo pulmonar (n = 38) variava de 5
a 120 Kg (média de 64.3 Kg). Em relacdo a origem, 13.2% (5/38) eram do distrito de
Matutuine, 5.3% (2/38) do distrito de Moamba, 68.4% (26/38) do distrito de Namaacha,
2.6% (1/38) do distrito de Chibuto, 7.9% (3/38) do distrito de Boane e 2.6% (1/38) da
cidade da Matola. Todos os suinos com pneumonia, provenientes do distrito de Namaacha
(n=26) eram de uma granja comercial e foram abatidos entre os meses de dezembro de
2014 e fevereiro de 2015. Durante visita técnica a esta granja, constatou-se que aplicava
um sistema de criagdo semi-intensivo.

Quadro 1: Distribuicido percentual dos diferentes graus de lesdo nos lobos dos 38 pulmoes
de suinos que apresentaram consolidagdo.

% de casos por grau de pneumonia em cada lobo pulmonar

Grau CRD CRE MD ME A CDE CDD
0 54.1 56.8 24.3 40.5 514 73 73
1 13.5 18.9 21.6 8.1 18.9 243 243
2 18,9 10.8 18.9 27 8.1 2.7 2.7
3 2.7 2.7 18.9 8.1 10.8 0.0 0.0
4 10.8 10.8 16.2 16.2 10.8 0.0 0.0

Total 100 100 100 100 100 100 100

Lobos pulmonares - CRD: cranial direito, CRE: cranial esquerdo, MD: medial direito, ME:
medial esquerdo, A: acessorio, CAD: caudal direito e CAE: caudal esquerdo.
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Histopatologia

Foram observadas lesdes microscdpicas com graus de severidade distintos, sendo que,
as lesdes mais frequentes foram bronquiolite necrotizante (23/38) (Fig.2A) infiltrado de
neutrofilos nos alvéolos (24/38), hiperplasia de pneumécitos tipo Il (26/38), hiperplasia
de tecido linfoide peribronquiolar (BALT) (28/38), e pneumonia intersticial mononuclear
(29/38). O infiltrado intersticial era constituido, principalmente, por linfécitos e
plasmécitos, que eram, frequentemente, observados no espaco perivascular e
peribronquiolar. Alguns pulmdes apresentaram ainda bronquiolite obliterante (Fig.2B),
edema alveolar e intersticial, pleurite, hiperemia, areas de atelectasia e enfisema.

Imuno-histoquimica

Antigenos do VIA foram detectados em 32/38 dos pulmdes de suinos com pneumonia.
Os suinos positivos eram de granjas dos distritos de Matutuine (5/32), distrito de Moamba
(2/32), distrito de Namaacha (21/32), distrito de Boane (3/32) e Cidade da Matola (1/32).
A imunomarcacao foi visualizada no nucleo de células epiteliais de bronquiolos (Fig.2(C)
e/ou brénquios (25/32, 78%) (Fig.2D), ou em macroéfagos localizados nos septos
alveolares ou na luz dos alvéolos (27/32, 84.4%). Em 20/32 (62.5%) amostras, a
imunomarcacio foi concomitante em células epiteliais de bronquiolos e/ou bronquios e
nos macrofagos alveolares (Fig.2D). Onze amostras também apresentaram
imunomarcagdo no epitélio de glandulas bronquiais. Todos os pulmdes que apresentaram
pneumonia (n=38) foram negativos no exame de IHQ para PCV2 e M. hyopneumoniae.

DISCUSSAO

Este trabalho descreve a frequéncia e severidade de pneumonias, achados
anatomopatolégicos e imuno-histoquimicos associados a infeccdo pelo VIA em pulmdes de
suinos em Mocambique. A pneumonia é a lesdo pulmonar mais frequente em suinos ao
abate (Fraile et al. 2010, Fablet et al. 2011, Van Alstine 2012). A frequéncia de pneumonias
observada nesse estudo (8.3%) é menor em relacdo a registada em paises como Franca
(50.8%) (Fablet et al. 2011), Espanha (55.7%) (Fraile et al. 2010) e Nova Zelandia (63.4%)
(Stark et al. 1998). Isso, possivelmente, se deve ao fato de que em Mogambique, a
suinocultura ser, principalmente, extensiva e semi-intensiva, com suinos criados livres ou
em baias ndo totalmente fechadas e com pouca densidade animal. No presente estudo, a
maior frequéncia de pneumonias foi observada em uma granja do distrito de Namaacha
68% (26/38) que faz a criagdo de suinos em confinamento, num sistema de criagdo semi-
intensivo. A ocorréncia de pneumonias associada ao sistema de criacdo aplicado nessa
granja corrobora o fato de que granjas que criam os suinos em confinamento e com maior
numero de suinos por baia sdo mais suscetiveis de registar doencgas respiratdrias (Mastin
etal. 2011).

As areas de consolidacdo pulmonar geralmente apresentavam padrdo cranioventral e
envolveram, principalmente, os lobos craniais, mediais e acessério. Os principais
diagnédsticos diferenciais para este padrdo de lesdo incluem a infeccdo pelo VIA,
Mycoplasma hyopneumoniae e PCV2 associado a Pasteurella multocida (Fraile et al. 2010,
Gauger et al. 2012). O aspecto macroscépico tipico de pneumonia por influenza em suinos
é de areas vermelhas, ligeiramente deprimidas (atelectasia) e firmes (consolidacao),
afetando areas extensas da regido cranioventral do pulmao, podendo se estender as areas
caudais em lébulos isolados, dando o aspecto de “tabuleiro de xadrez” (Pereda et al. 2010,
Schaefer et al. 2013). No presente trabalho, este padrao de lesao foi observado em varios
pulmdes, pelo que, a confirmacao da infecg¢do pelo VIA foi feito através da visualizacdo de
antigenos virais associados a lesdo pulmonar (Van Reeth et al. 2012, Schaefer et al. 2013).

Uma das principais lesoes histolégicas observadas nos suinos desse estudo foi a
bronquiolite necrotizante. Esse tipo de lesdo histopatoldgica é caracteristica da infec¢cdo
aguda pelos subtipos do VIA adaptados a suinos (H1N1, HIN2 e H3N2) e pelo VIA
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H1N1pdm2009 (Sreta et al. 2009, Pereda et al. 2010, Lyoo et al. 2014). Assim como
descrito em outros estudos (Sreta et al. 2009, Watanabe et al. 2012, Rajao et al. 2013), no
exame de IHQ, antigenos de VIA foram visualizados no nucleo de células epiteliais de
brénquios e bronquiolos e/ou em macroéfagos alveolares. Em 11 amostras de pulmao,
imunomarcagdo para a nucleoproteina do VIA, também foi observada no epitélio de
glandulas bronquiais, achado também descrito em suinos (Rajdo et al. 2013) e em
humanos (Nakajima et al. 2012) infectados pelo VIA H1N1pdm2009. O fato de a
imunomarcacdo ter sido frequente nos macroéfagos alveolares e alguns pulmdes terem
apresentado numero reduzido de células positivas, associado a alta frequéncia de
pneumonia intersticial linfoplasmocitaria, hiperplasia de BALT e hiperplasia de
pneumdcitos tipo II, sugere que a maioria dos suinos avaliados no presente estudo
apresentavam infec¢do subaguda pelo VIA (Valheim et al. 2011, Caswell & Williams 2016).
Adicionalmente, trés suinos com resultado negativo na IHQ para o VIA apresentaram
lesdes histopatolédgicas sugestivas de infeccdo por este virus. A marca¢do do VIA na IHQ
ocorre, principalmente, na fase aguda da doenca (um a cinco dias apés a infeccao) e a
quantidade de antigenos no pulmao esta reduzida a partir do sétimo dia apés a infeccdo
(Jung et al. 2005, Gauger et al. 2012, Lyoo et al. 2014). Antigenos do VIA foram detectados
em suinos com peso vivo entre 5 e 120 kg, o que demonstra que este virus pode infectar
suinos de diferentes faixas etarias, assim como descrito por Watanabe et al. (2012) e Rajdo
etal. (2013).

Suinos infectados pelo VIA geralmente apresentam coinfeccio com outros patégenos
do CDRS (Harms et al. 2002, Choi et al. 2003, Valheim et al. 2011, Rajao et al. 2013). Choi et
al. (2003) detectaram o VIA em 636 (22.2%) amostras de pulmdes de suinos, sendo que, a
infeccdo simples pelo VIA foi observada em 89 (3.1%) amostras, enquanto que, coinfeccao
entre o VIA e Pasteurella multocida, Mycoplasma hyopneumoniae, virus da sindrome
reprodutiva e respiratoria suina (PRRSV) e PCV2 ocorreu, respectivamente, em 148
(5.2%), 122 (4.3%), 109 (3.8%) e 54 (1.9%) amostras. No presente estudo, todos os
pulmdes com pneumonia foram negativos no exame de IHQ para Mycoplasma
hyopneumoniae e PCV2. As amostras ndo foram submetidas ao cultivo bacteriano nem a
pesquisa para o PRRSV, contudo, ndo se descarta a possibilidade de ter havido coinfec¢cdo
entre o VIA e agentes bacterianos, ja que, varios pulmdes apresentaram broncopneumonia
supurativa sugestiva de infeccdo bacteriana. Todavia, histologicamente, na infec¢do por
PRRSV nao ha envolvimento do epitélio de bronquiolos (Caswell & Williams 2016), o que
pode auxiliar na diferenciacdo da infec¢do pelo VIA. O PRRSV ainda nao foi descrito em
Mogambique.

Antigenos do VIA foram detectados em suinos provenientes de varios distritos, o que
sugere que este virus estd disseminado na populagido suina em Mo¢ambique. O fato de os
suinos da granja de Namaacha que apresentaram pneumonia e imunomarcag¢ao para o VIA
terem sido abatidos num periodo de dois meses, sugere que o abate ocorreu num periodo
em que o lote abatido tinha sido afetado por um surto de IS. Portanto, devem ser tomadas
medidas de controle da influenza suina, principalmente, nas granjas comerciais. O VIA
pode infectar humanos, e as pessoas que trabalham com suinos sdo o grupo mais
suscetivel (Dandagi & Byahatti 2011). Em Mogambique, foram confirmados casos clinicos
e 6bitos humanos associados a infecgido pelo virus da influenza A HIN12009 pandémico
(WHO 2009), contudo, ndo ha dados que confirmam a transmissao do virus entre humanos
e suinos.

Os resultados deste trabalho demonstram que o VIA é importante causa de pneumonia
em suinos em Moc¢ambique. Recomenda-se a realizagdo de estudos com o objetivo de
caracterizar os subtipos do VIA circulantes, seu impacto na suinocultura e na saude
publica nesse pais.
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Figuras e legendas

Fig. 1: Pneumonia pelo virus influenza A em suinos de abate. Pulmao nao colabado, com
areas de consolidacdo cranioventral nos lobos CRE (grau 1), CRD (grau 2), ME (grau 1) e

MD (grau 2).
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Fig. 2: Pneumonia pelo virus influenza A em suinos de abate. (A). Bronquiolite

necrotizante, com infiltrado de neutrdfilos no limen de bronquiolo e nos espacgos
alveolares. HE. Obj. 40x. (B) Bronquiolite obliterante, infiltrado de linfécitos
peribronquiolar e edema alveolar difuso. HE. Obj. 20x. (C) Imunomarcagao para o VIA em
células epiteliais de bronquiolo. IHQ. Obj. 20x (D). Imunomarcag¢ido para o VIA em células
epiteliais de bronquio e marcacdo multifocal em macro6fagos no intersticio. A figura menor
mostra em detalhe a imunomarca¢do nos macréfagos alveolares. THQ. Obj. 10x, detalhe:

40x.
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Summary

Porcine circovirus-associated diseases (PCVAD) have a significant economic impact on
the swine industry worldwide. Porcine circovirus type 2 (PCV2) is known to be the
primary etiological agent and has been detected in many countries. In Africa, there is
currently little information regarding the occurrence of PCV2 and it has never been
reported in Mozambique’s swine population. This study aims to detect and
phylogenetically analyze PCV2 from pigs in Mozambique. Mesenteric lymph nodes
(n=111) were randomly collected from slaughtered pigs from nine districts of Southern
Mozambique. PCV2 DNA was detected in 53.8% (62/111) of the samples and 78.3%
(23/31) of the farms from all districts. PCV2 antigen was detected by
immunohistochemistry in (6/62; 9.7%) lymph nodes that were positive for PCV2 by
PCR. The primary histopathological changes observed in these lymph nodes were
lymphoid depletion, multifocal nodal necrosis, infiltrate of histiocytes and
multinucleated giant cells. One positive sample from each district (total of 9) was
selected in order to obtain sequences covering the ORF2 region. Five sequences
clustered with PCV2d, of which three sequences from Maputo, Namaacha and Moamba

were grouped with PCV2d-2, two sequences from Manhiga and Matola were grouped as
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PCV2d-1, and four sequences from Boane, Matutuine, Chibuto, and Xai-Xai were
closely related to PCV2b-1A/B genotypes. Our study indicates that a diversity of PCV2
viruses are circulating in the Mozambican swine population and may be adversely

affecting pig production.

Key words: Porcine circovirus type 2; Matola City, immunohistochemistry; PCR; pig.

Introduction

Porcine circovirus type 2 (PCV2), a member of the Circoviridae family, is a small non-
enveloped virus containing a single-stranded circular DNA genome (Allan and Ellis,
2000). The genome of PCV2 contains 1766-1768 nt with at least four open reading
frames (ORFs). ORF1 encodes two proteins associated with replication, designated Rep
and Rep’, ORF2 encodes the capsid protein (Olvera et al., 2007), ORF3 encodes a
protein which is thought to play a role in apoptosis (Liu et al., 2005), and ORF4 encodes
a newly discovered protein that aids in the suppression of caspase activity and in the
regulation of CD4" and CD8" T lymphocytes (He et al., 2013). PCV2 is subdivided into
four genotypes: PCV2a, PCV2b, PCV2c, and PCV2d (previously named mPCV2b)
(Franzo et al., 2015; Xiao et al., 2015). Since 2000, PCV2b caused several outbreaks in
many parts of the world (Allan and Ellis, 2000) and became the most prevalent
genotype within domestic pig populations worldwide (Dupont et al., 2008; Chiou et al,
2012; Seo et al., 2014).

PCV2a is subdivided into five clusters (2A-2E) and PCV2b into three clusters
(1A-1C) (Olvera et al., 2007). PCV2c was identified in pigs with subclinical infection in
Denmark (Dupont et al., 2008). Recently, PCV2d has been reported in several countries
(Seo et al, 2014; Ramos et al., 2015) and can be further divided into PCV2d-1 and
PCV2d- 2 (Xiao et al., 2015). In addition, natural inter- and intra-genotype
recombinations between PCV2 strains have also been reported (Olvera et al., 2007; Cai
etal., 2012).

PCV2 is the primary causative agent of porcine circovirus-associated disease
(PCVAD) in pigs (Opriessnig et al., 2007). This includes several syndromes, such as
postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS), porcine respiratory disease
complex, porcine dermatitis and nephropathy syndrome, reproductive disease, and
enteritis (Segalés et al., 2005; Opriessnig et al., 2007; Kekarainen and Segales, 2015).

PMWS is the most common and economically important clinical syndrome associated
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with PCV2 infection and affects pigs between 25 and 120 days of age, with the greatest
number of cases occurring between 60 and 80 days of age (Chae, 2004). Diagnosis of
PCVAD is based on clinical signs, presence of histopathological lesions, and detection
of PCV2 antigens or DNA within characteristic lesions (Rosell et al., 1999; Chae, 2004;
Segalés, 2012). Both in subclinical and in clinical PCVAD, PCV2 antigens and nucleic
acids are primarily detected in lymphoid tissues (Rosell et al., 1999; Hansen et al,
2010).

PCV2 has been widely documented in the pig population of several countries in
Europe (Dupont et al., 2008; Hansen et al., 2010; Eddicks et al., 2015), South America
(Oliveira-Filho et al., 2009; Ramos et al., 2015), Asia (Guo et al., 2010; Jantafong et al.,
2011; Chiou et al., 2012; Seo et al., 2014), and in the United States (Cheung et al.,
2007; Opriessnig et al., 2013); there is currently little information concerning the
occurrence of PCV2 in Africa as data is limited to South Africa (Drew et al., 2004) and
Uganda (Ojok et al., 2013). PCV2 has not yet been studied in the swine population in
Mozambique; thus, our aim was to detect the occurrence of PCVAD microscopic
lesions as well as PCV2 antigens and DNA in mesenteric lymph nodes from abattoir-
slaughter pigs from Mozambique. In addition, we characterized phylogenetically the
PCV2 strains circulating in pigs from Mozambique.

Methods
Samples

The study was conducted from December 2014 to February 2015 (1st period) and
December 2015 to February 2016 (2nd period), in a slaughterhouse in Matola City,
Maputo Province, Mozambique (25° 55' 26" S, 32° 27' 57" E). This slaughterhouse was
selected because it is the largest pig abattoir in Southern Mozambique and receives
animals from different districts in the region.

A total of 111 mesenteric lymph nodes were randomly collected from
slaughtered pigs. To avoid cross-contamination between herds, pigs from the same
owner and the same district were slaughtered in sequence. The knives and gloves used
for sampling were changed and decontaminated between sampling different pigs.
Duplicate samples from each mesenteric lymph node were collected from each pig. One
fragment from each sample was stored at -4°C until DNA extraction and the other
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fragment was fixed in 10% buffered formalin for 24-48h for routine histological
procedures. The origin (district and owner or farm) of the slaughtered pigs provided by
the slaughterhouse was recorded. We also recorded the pigs live weight, but the age of

pigs was not available.
DNA extraction

Total DNA was extracted from 40 to 50 g tissue homogenate using a commercial Kit
(Qiagen QIAamp DNA Mini Kit, USA) according to the manufacturer’s
recommendations. To avoid cross contamination samples were processed individually.
DNA was eluted in 200 pL elution buffer, quantified using a NanoDrop™
Spectrophotometer 2000c and stored at -20°C.

PCV2 DNA detection

Total DNA from mesenteric lymph nodes was used in PCR with pairs of primers
previously described (Larochelle et al., 1999). PCR mix conditions were the following:
2.5 pL of 10xbuffer, 1.5 mM of MgClz, 200 mM of dNTPs, 10 pmol of each primer, 1
U DNA polymerase enzyme (Ludwig Biotecnologia, Brazil), 1 uL of DNA sample, and
water up to 25 puL. PCR was performed with an initial cycle of 95°C for 2 min, 35
cycles at 95°C for 30 s, 50°C for 1 min, 72°C for 1 min, and a final extension at 72°C
for 5 min, which amplified a 250 base pair product (bp). The PCR products were
electrophoresed in agarose gel using 1 pL of Blue Green dye, according to the

manufacturer’s protocol (LGC Biotecnologia, S&o Paulo, Brazil).
Histopathology

Mesenteric lymph node samples were fixed in 10% neutral buffered formalin,
dehydrated, embedded in paraffin wax, and sectioned at 3-5 pum. The sections were
stained with hematoxylin and eosin (HE). Only the samples that were found to be PCV2
positive by PCR were examined under an optical microscope and subsequently analyzed

with immunohistochemistry.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry (IHQ) was performed in all mesenteric lymph node samples that
were PCV2 positive by PCR. Antigen retrieval was obtained with 0.5% XIV protease
(Sigma Chemical Company, Poole, UK) at room temperature for 15 min. Endogenous
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peroxidase activity in tissue sections was inhibited by incubation in 10% hydrogen
peroxide (H202) for 15 minutes; nonspecific reactions were blocked with 5% skim milk
for 15 minutes. Sections were incubated with an anti-PCV2 polyclonal antibody (lowa
State University, USA) at 1:1000 dilution overnight at room temperature. Signal was
amplified and visualized using MACH 4 Universal HRP Polymer Detection (Biocare
Medical, Concord, CA) and the chromogen 3,3’-diaminobenzidina (DAB) (Dako
Cytomation, Carpinteria, CA, USA), respectively. The sections were counterstained
with Harris’s hematoxylin for 30 seconds. As positive control, a PCV2 positive pig
intestine sample was used (Zlotowski et al., 2008). Negative controls were established
by omission of primary antibody. Immunostaining intensity was classified as mild (+),
moderate (++) and severe (+++) according to the number of PCV2 positive cells
(Haruna et al., 2006).

Viral sequences and phylogenetic analysis

One positive sample from each district (total of 9) was selected in order to obtain
sequences covering the ORF2 region, using primers and PCR conditions previously
described (Dezen et al., 2010). The amplification products (30-45 ng) were purified
with a NucleoSpin® 11 kit, (Macherey-Nagel, Germany), labeled with 3.2 pmol of each
primer and 2 pL of BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied
Biosystems, USA) using an ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer automatic sequencer
armed with 50 cm capillaries and POP6 polymer (Applied Biosystems, USA). The
sequences were edited using BioEdit Software version 7.0. The alignment was
performed using Clustal W, Mega Software 5.0. The dataset comprised the nine
sequences from our study that represented the nine different districts of Mozambique as
well as representative PCV2 sequences retrieved from Genbank (Accession numbers are
available in the phylogenetic tree). The phylogenetic analysis was performed based on
amino acid sequences using the neighbor joining method—p-distance (Nei and Kumar et
al., 2000) with 1000 bootstrap, using Mega Software 5.0 (Tamura et al., 2011).
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A total of 457 pigs were slaughtered (average of 22.2 pigs/day) with a body weight

ranging from 5 to 120 Kg (mean 64.3 Kg). The sampled pigs included exotic breeds

(mainly Large White and Landrace), an indigenous breed (black pigs) and mixed breeds

from nine districts of Southern Mozambique, namely: Matola, Matutuine, Namaacha,

Boane, Moamba, Manhica (Maputo Province), Xai-Xai and Chibuto (Gaza Province),

and Maputo (Maputo City) (Fig. 1). Clinical signs were not evaluated and gross lesions

on mesenteric lymph nodes were not detected.

Mozambique

N

Legend
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B3 XAI-XAl

Fig. 1. Map of Mozambique demonstrating the nine districts of origin of the pigs

sampled.
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PCV2 DNA detection

PCV2 DNA was detected in 53.8% (62/111) of the samples and 78.3% (21/31) of the
farms from all nine districts. The number and percentage of farms and pigs found to be

PCV2 positive by PCR from each district are shown in Table 1.

Table 1. Number and percentage of PCV2 positive farms and pigs from each

Mozambique district.

District Number Positive farms Positive pigs
Farms Pigs Number % Number %
Maputo 2 4 2 100.0 4 100.0
Matola 6 14 5 83.3 12 85.7
Matutuine 3 22 2 66.7 14 63.6
Namaacha 4 26 4 100.0 17 65.4
Boane 7 17 5 714 7 41.2
Moamba 4 9 2 50.0 2 22.2
Manhica 1 4 1 100.0 1 25.0
Xai-Xai 1 2 1 100.0 1 50.0
Chibuto 3 13 1 33.3 4 30.8
Total 31 111 23 78.3 62 53.8

Histopathology

Histopathological lesions were present in 64.5% (40/62) of the samples that were PCV2
positive for PCR. The main lesions observed were eosinophils infiltration (17/62),
lymphoid depletion (16/62), histiocyte infiltration (9/62), lymphoid hyperplasia (9/62),
multinucleated giant cells (4/62), and necrotic areas (1/62). The lymphoid depletion,
histiocytes infiltration and multinucleated giant cells were frequently observed in the
center of the lymphoid follicles (Fig. 2A). One sample with severe microscopic lesions
exhibited multifocal to coalescing areas of necrosis associated with areas of diffuse

histiocyte infiltration and multifocal areas of giant cell infiltrate (Fig. 2B).

Immunohistochemistry

PCV2 antigens were detected in 6/62 (9.7%) of the samples that were positive by PCR.
The immunostaining was mild in 3/6 samples, moderate in 2/6, and severe in 1/6.

Positive staining was seen within the cytoplasm of histiocytes and multinucleated giant
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cells located primarily in the depleted lymphoid follicles (Fig. 2C and Fig. 2D). PCV2
antigens were detected in all lymph nodes that exhibited multinucleated giant cell
infiltrate (4/6).

Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis was performed using one sequence from each different district.
The sequences from our study covered 213 amino acids of the capsid region (ORF2).
The phylogenetic tree construction demonstrated that five sequences from Mozambique
clustered with PCV2d, but three sequences were grouped in the PCV2d-2 clade
(KY292281, KY292285 and KY292284) from the Maputo, Namaacha, and Moamba
districts, respectively. In addition, two sequences were grouped in the PCV2d-1 clade
(KY292280 and KY292282) from the Manhica and Matola districts, respectively. The
other four sequences (KY292283, KY292278, KY292279 and KY292286) were from
Matutuine, Boane, Chibuto and Xai-Xai districts, grouped with PCV2b-1A/B sequences

(Fig. 3).

Discussion

This work is the first to report the detection of PCV2 in the pig population in
Mozambique. PCV2 was detected in 78.3% of farms from nine districts of Southern
Mozambique, suggesting that the virus is widely distributed throughout the swine
population in this country. Serological studies have shown that PCV2 is distributed in
swine populations worldwide (Segalés et al., 2005; Kekarainen and Segalés, 2015);
however, to date, there are few studies describing the occurrence of PCV2 and its
associated diseases in African countries (Drew et al., 2004; Ojok et al., 2013).
Subclinical infection, in which the virus can be detected in clinically healthy
slaughtered pigs, is the most common form of PCV2 infection (Segalés, 2012). In Brazil
and Denmark, PCV2 was detected in 58.21% (Oliveira-Filho et al., 2009) and 97%
(Hansen et al., 2010) of slaughtered pigs, respectively. The Mozambican swine
production system is not as technologically developed as it is in other major swine
producer countries, such as China, the United States and Brazil. In Mozambique, pig
production is primarily practiced by smallholders (<50 pigs) (National Statistic Institute,
2011) under extensive or semi-intensive production systems, yet we found an important

prevalence and diversity of PCV2. Epidemiological studies have shown that the size of
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the farm is associated with an increased risk of transmission of infectious agents; herds
with higher pig density per area have an increased risk of transmission of pathogens
(Gardner et al., 2002). The pig production system in Mozambique has an inadequate
management and poor feeding regimens leading to reduced growth and high mortality
rates. PCV2 is a pathogen known to contribute to poor weight gain and
Immunosuppression that can lead to secondary infections, which exacerbates the
pathology a with increased mortality rates in swine herds (Kekarainen and Segalés,
2015). Our study showed that the virus is circulating and may cause a significant
economic impact in the pig production from Mozambique. More studies are needed to
address the association of PCVV2 or PCVAD with retarded growth rate in piglets as well
as other conditions normally associated with poor feeding and management.

Histological lesions observed in mesenteric lymph nodes that were positive for
PCV2 in the IHQ were consistent with those previously described (Rosell et al., 1999;
Kim and Chae, 2005; Haruna et al., 2006; Hansen et al., 2010). The diffuse PCV2
antigen immunostaining in one lymph node with a predominantly necrotic lesion has
been described in cases of necrotizing lymphadenitis associated with PCV2 infection
(Kim and Chae, 2005). The mild or absent histological lesions and low levels of PCV2
antigens detected by immunostaining observed in this study are consistent with
subclinical infection with PCV2 (Segalés, 2012). On the other hand, marked lymphoid
depletion and granulomatous infiltrate associated with moderate to severe
immunostaining was observed in three samples, indicating that clinical PCVAD may
occur in the pig population in Mozambique as well. However, the eosinophils infiltrate
and lymphoid hyperplasia detected in this study may be associated with infection with
other pathogens rather than PCV2.

In our study, we found that sequences from four different districts clustered in
PCV2b-1A/B clades with sequences from the Netherlands, China, France, and Brazil
(Fig. 3). PCV2b 1A/B has also been previously identified in Thailand (Jantafong et al.,
2011) and Uruguay (Ramos et al., 2013). In China, the PCV2b-1A/B clade was reported
as the major subtype from 2001 to 2009 (Li et al., 2010).

A global molecular genetic analysis of PCV2 sequences demonstrated an
increased emergence of the PCV2d genotype in swine worldwide (Xiao et al., 2015).
Recently, the PCV2d genotype, previously referred to as mPCV2b, has been identified
in domestic pigs in China (Guo et al., 2010), the United States (Opriessnig et al., 2013),
South Korea (Seo et al., 2014), Uruguay (Ramos et al., 2015), Brazil (Salgado et al.,



70

2014) and Germany (Eddicks et al., 2015). In some countries, it was first isolated from
cases of suspected PCV2 vaccine failures (Opriessnig et al., 2013; Seo et al., 2014;
Salgado et al., 2014). In our study, the PCV2d sequences were found separated in two
branches of PCV2d-1 and 2d-2 clades. PCV2d-1 sequences mostly indicated a close
relationship with sequences from China where PCV2d was found to be an emerging and
predominant PCV2 subtype (Cai et al., 2012), while PCV2d-2 grouped with sequences
from different countries and even from different continents. Our results corroborate the
increased presence of PCV2d worldwide, as suggested previously (Xiao et al., 2015);
this is probably a global genotype shift of PCV2b, as occurred with PCV2a to PCV2b
more than ten years ago (Patterson and Opriessnig, 2010).

Since the PCV2 genotypes detected in this study have been also detected in
many countries in Asia, Europe and South America, it can be hypothesized that this
closely phylogenetic relationship of viruses resulted from swine trade between
countries. The pig population in Mozambique includes European exotic breeds such as
Large White and Landrace (Giuffra et al., 2000). In our study, a PCV2 positive farm
from Namaacha imports pigs from South Africa, which previously reported PMWS in
the early 2000°s caused by an outbreak of PCV2a that was introduced in South Africa
via pig semen imported from USA (Drew et al., 2004). More recently, an European-like
PCV2b was detected in the lymph nodes of slaughtered pigs in Uganda (Ojok et al.,
2013), but the sequences were not available in Genbank to be evaluated.

Our study demonstrates that PCV2b-1A/B and PCV2d genotypes are circulating
in the analyzed herds from Mozambique and confirms the emergence of PCV2d in pigs,
as found recently in other countries. Our results are preliminary; therefore, studies with
a higher and more representative number of sequenced samples are necessary to
estimate the true prevalence of PCV2 genotypes of various Mozambican pig
populations. In conclusion, our study highlights the importance of future
epidemiological studies in order to assess and diminish the impact of the infection in the

Mozambican swine industry.
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Fig. 2. Histology and anti-PCV2 immunohistochemistry (IHC) of mesenteric lymph
nodes from slaughtered pigs. A. Depleted lymphoid follicle with histiocytic and
multinucleated giant cell infiltrate. HE. 200X. B. Lymphoid depletion, multifocal areas
of necrosis, and histiocytic and multinucleated giant cell infiltrate. HE. 200X. C.
Immunostaining for PCV2 in a multinucleated giant cell in the center of a lymphoid

follicle. 400X. D. Diffuse PCV2 antigens in histiocyte cytoplasm. 400X.
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Fig. 3. Phylogenetic tree constructed using the neighbor-joining method (Saitou and
Nei, 1987) based on a dataset of 213 amino acid positions of the PCV2 capsid region
(ORF2). All 35 sequences are represented by their Genbank accession numbers. The
tree is drawn to scale, with branch lengths in the same units as those of the evolutionary
distances used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed
using the p-distance method (Nei and Kumar, 2000) and are in units representing the
number of amino acid differences per site. The analysis involved 33 amino acid
sequences. All positions containing gaps and missing data were eliminated. The optimal
tree with the sum of branch length = 0,5963 is shown. The percentage of replicate trees
in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates) are
shown next to the branches (Felsenstein, 1985). The nine sequences from this study are
marked with a black diamond. Evolutionary analysis was conducted in MEGA5
(Tamura et al., 2011). A PCV1 sequence (FJ475129.2) was used as an outgroup.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Conclusodes

1. A frequéncia de lesbes compativeis com consolidacdo pulmonar em suinos de abate
foi de 8.3%.

2. Antigenos do VIA foram detectados em 84.2 % (32/38) pulmdes que apresentaram
consolidacdo pulmonar ao abate e 0s suinos positivos eram provenientes dos

distritos de Matutuine, Namaacha, Moamba, Boane e Cidade da Matola.

3. DNA de PCV2 foi detectado em 53.8% dos suinos avaliados e estes eram dos
distritos de Matutuine, Moamba, Namaacha, Boane, Manhica, Chibuto e das cidades
de Maputo, Matola e Xai-Xai. Adicionalmente, foram detectados antigenos de

PCV2 associados a lesdes histoldgicas caracteristicas da infeccdo por este virus.

4. Os grupos genotipicos PCV2d-1, PCV2d-2 e PCV2b-1A/B ocorrem na populacéo
suina no Sul de Mocambique.

Limitacéo do trabalho:

1. As amostras de pulmdo com consolidacdo ndo foram submetidas ao exame
bacterioldgico, o que impossibilitou identificar provaveis bactérias que podiam estar

associadas a infeccdo pelo VIA, nas les6es pulmonares.

Proposta de ac¢des futuras:

1. Estabelecer parcerias com veterinarios de campo, proprietarios de granjas comerciais

e abatedouros, com vista ao envio de amostras de suinos, para o exame post-mortem.

2. Estabelecer parcerias com grupos de pesquisa que se dedicam ao estudo da influenza

e circovirose suina.
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Proposta de projetos futuros:

1. Pesquisar os subtipos do VIA circulantes em Mocambique.

2. Investigar a ocorréncia de outros virus e bactérias que afetam o trato respiratorio de
suinos.

3. Pesquisar a ocorréncia de casos clinicos associados a infec¢do por PCV2.

4. Determinar a prevaléncia de PCV2 nas granjas do setor familiar e em granjas

comerciais mogambicanas.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Modelos de planilhas para registro usadas na coleta de amostras.

Planilha 1. Coleta de pulm&es com areas de consolidacdo

Nr. da Suino % da area de consolidacao /lobo pulmonar
amostra Distrito de Peso CRD | CRE | MD | ME A | CAD | CAE
proveniéncia | vivo (Kg)

Legenda: Lobos pulmonares — CRD: cranial direito, CRE: cranial esquerdo, MD: medial direito, ME:
medial esquerdo, A: acessorio, CAD: caudal direito e CAE: caudal esquerdo.

Representagdo esquematica da divisdo imagindria dos sete lobos pulmonares em quatro
partes iguais. Fonte: Adaptado de SOBESTIANSKY et al. (2012).

Planilha 2. Coleta de linfonodos mesentéricos

Nr. da Suino
amostra | Distrito de proveniéncia | Nome da granja/proprietario Peso vivo (Kg)
dono




Anexo 2. Numero das amostras de linfonodos mesentéricos e respectiva concentracdo

de DNA.

Nr. Concentragéo Nr. Concentracéo de Nr. Concentracao de
Amostra | de DNA (ng/ul) amostra DNA (ng/ul) amostra DNA (ng/ul)
1 63,5 77 32,6 142 392,9
2 57,4 78 417,6 144 655,4
3 68,2 80 59 146 111
4 66,8 81 198,5 150 36,4
5 215,6 83 63,5 151 980,2
6 77 84 259,5 156 1692
9 47,2 87 15,5 158 295,6
11 34,6 88 24,3 160 655,4
12 62,9 89 480,4 162 552,7
13 137,3 90 98,4 165 664,8
15 38 91 51,7 166 698
17 63,3 92 170,9 167 1239,3
18 167,2 93 590 169 539,2
22 17,2 94 60,2 170 795,4
23 78 95 31,7 171 7224
24 24,6 96 14,9 172 755,8
25 29,7 97 64,2 180 5431
27 70,9 98 40,3 181 712,6
29 43,6 99 683,3 182 551,1
30 33,2 100 28
31 77,4 102 164,8
33 57,9 104 1274
34 23,5 108 26,8
36 17,5 110 34,2
39 124,9 112 141,7
43 16,2 113 62,9
45 1074 114 157
46 5705 115 26,7
47 49,9 116 24,8
54 28,2 117 57,8
55 30,7 118 27,6
56 42,2 120 47,3
58 67,8 121 52,6
59 51,2 122 65
60 51,4 123 38
61 104,4 129 28,1
62 209,4 130 24,8
64 14,6 131 108,1
65 22,3 133 70,9
67 29,8 134 354,9
68 131,8 135 128,6
69 449 136 62
71 39,6 137 57,8
72 72,1 138 25,3
74 78,1 140 33,6
75 78,8 141 56,9
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Anexo 3. Certificados sanitarios

EXPORTA £ ERINARIO
TAGA0 DE prOp ";'cT)ERggf'p NAL PARA
OGicos

109
(Exporting country). SMOIPEVa06

Ministério de (Min: M i M

e e (Mi S Miteenl, ogamb i

(Ministry ofA( Nistry of) : Ministério da A ri'que( o ey )
griculture) - Direcgs o) ora e Seguranga Alimentar

Directorat 0 Naci
e of Veterin '0 Nacional de Veterinari i
Maputo ary) Provincia ou Distrito (Province or Gistret ape

l. IDE A
NTIFICAGAO DOS PRODUTOS (IDENTIFICATION OF THE PRODUCTS)

Ti
suﬁ‘:‘:: irso‘g‘lnos (Type of products): 150 tubos com extrato de ADN de

uinos, 45 blocos de parafina com tecidos de suinos e 3 caixas de laminas
histolégicas de tecidos de suinos (150 tubes with swine DNA extract, 45
paraffin blocks with swine tissues and 3 histological slides boxes of ’
tissues of pigs)
Para teste de (Test required ): INVESTIGAGAO (RESEARCH)
Pais de destino (Country of destination): BRASIL (BRAZIL)
Nimero de embalagens (number of packaging units):1
Master veterinary import permit N: --

Il. ORIGEM DOS PRODUTOS (ORIGIN OF THE PRODUCTS)
Endereco do estabelecimento de origem (Address of the establishment of
origin):  UNIVERSIDADE EDUARDO MONDLANE - FACULDADE DE
VETERINARIA -Av. de Mogambique — Maputo, Mogambique — Dr. Claudio

Joao Maurao Laisse.
112 %bk
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lll. DESTINO DOS PRODUTOS (PRODUCTS DESTINATION)

Local de embarque (load port) : Aeroporto Internacional de Maputo -
Mogambique (International Airport — Maputo - Mozambique)
Pais e lugar de destino (Country and place of destination): BRASIL(BRAZIL)

Meio de transporte (Means of transport) Aereo (Air)

Flight N% / Airway bill N°:

Nome e endereco do destinatario (Name and address of consignee): Sector de
Patologia Veterinaria Departamento de Patologia Clinica Veterinaria -
Faculdade de Veterinaria — Universidade Federal do Rio Grande do Sul -
BRASIL- TEL (51)3308-6107,FAX(51) 3308-6116,E-mail: setpatvet@ufrgs.br,
Att: Prof. David Driemeier

IV. CERTIFICAGAO (CERTIFICATION)
Eu, abaixo assinado, veterinario oficial da Direcgdo Nacional de Veterinaria do
Ministério da Agricultura e Seguranca Alimentar, certifico que os produtos
acima descritos, obedecem aos seguintes requisitos (I, the undersigned, official
veterinarian of the National Directorate of Veterinary of the Ministry of
Agriculture hereby certify that the products described above, meet the following
requirements):

As amostras vdo embaladas em recipientes heméticamente fechados até ao
aeroporto internacional de Sao Paulo - Guarulho com destino ao aeroporto
internacional de Porto Alegre -Salgado Filho e segue para Sector de Patologia
Veterinaria Departamento de Patologia Clinica Veterinaria - Faculdade de
Veterinaria — Universidade Federal do Rio Grande do Sul para investigagéo (The
samples are packed in leak proof, and are transported through port of entry
Sao Paulo — Guarulho International Airport with final destination Porto
Alegre -Salgado Filho International Airport to Veterinary Pathology Sector -
Department of Veterinary Clinical Pathology - Faculty of Veterinary
Medicine - Federal University of Rio Grande do Sul for research).

Emitido em Maputo aos 04 de Abril de 2016 (Issued at Maputo, 04" April 2016)

DEPARTAMENTO DE EPIDEMIOLOGIA
(EPIDEMIOLOGY DEPARTMENT)

HMaspr EM;\LA Ynd’\'D

Nome (letras de imprensa) _
(Name in print) (Signature and official government stamp)

09AMOS/DEV/2016
2/2
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§ i SUPERINTENDENCIA FEDERAL DE AGRICULTURA EM SAO PAULO

e E " ) ‘
“WEIABRO SERVICO DE VIGILANCIA AGROPECUARIA INTERNACIONAL - VIGIAGRO - GUARULHOS/SP

TERMO DE FISCALIZAGCAO DE BAGAGEM/ENCOMENDA n° 06599/2016

Inspecionamos a bagagem/encomenda do Sr.(a) CLAUDIO JOAO MOURA LAISSE, passaporte/RG n® 12AC87821, em
transito no Terminal TPS3, procedente de MOCAMBIQUE, meio de transporte SA222, com destino a RIO DO GRANDE

DO SUL, contendo o material a seguir caracterizado:

Descri¢iio do Produto Quantidade/Peso Descrigio do Produto Quantidade/Peso
Pescados Sementes e Graos
Embutidos Mudas, Bulbos, estacas ¢ Raizes
Laticinios Frutos
Carnes Farinha, Pos e alimentos
Produtos apicolas Hastes, Caules, Folhas, Flores ¢ Folhas
Animais Agrotoxicos, fertilizantes e afins
Produtos Veterinarios Insctos, Pragas ¢ afins
Qutros
X |Sem Risco Sanitario MATERIAL DE PESQUISA CIENTIFICA 1,000 Unidade(s)

Discriminagdo do Produto: 01 PACOTE CONTENDO 3 CXS DE LAMINAS HISTOLOGICAS, 150 EPPENDORF COM DNA E
45 BLOCOS PARAFINADOS DE TECIDO -MATERIAL SUINO

Nos termos da legislagio em vigor, o material tera o seguinte destino
LIBERACAO
[] APrREENSAO:
Conclusdo:
[:l Destrui¢ao l:l Retorno a origem D Retengdo por: E Dias
Em funcio da(s) seguinte(s) niio conformidades:
D AUSENCIA DE CERTIFICAGCAO SANITARIA OU FITOSSANITARIA
[ ]outros:
Estando portanto em desacordo com o contido no(s):
[[] pECRETO 24.548/34
[ ] DECRETO 24.114/34
[ ] OUTRAS LEGISLACOES:

Observagoes:

GUARULHOS/SP, 07 de abril de 2016 - Hora: 17:13 \ N

Loflotis 4 <11 - oeisr

CLAUDIO JOAO MOURA LAISSE <

JINIA PISATI JANSEN
FISCAL FEDERAL AGROPECUARIO
CRMV 12608

(FISCAL FEDERAL AGROPECUARIO)

2AC87821
(CARIMBO DO SVA/UVAGRO) (RESPONSAVEL PELA MERCADORIA)




