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RESUMO

A Influenza A é uma das doencas infeciosas com maior impacto na historia da humanidade,
em virtude das pandemias registadas ao longo dos Ultimos 100 anos. A vigilancia
epidemioldgica do virus da Influenza em suinos reveste-se de particular importancia, dado
gue esta espécie € susceptivel a infeccdo por estirpes virais de origem suina, aviaria e
humana. Nos suinos, a doenca manifesta-se como uma sindrome respiratéria aguda,
frequentemente associada a elevadas perdas econdmicas, devido a sua alta morbilidade. A
transmissdo ocorre por contacto directo, aerossois, tosse, espirros, fomites e pela
introducdo de animais portadores no efectivo.

O presente estudo teve como objectivo investigar a ocorréncia do virus Influenza A em
suinos criados em sistema extensivo por pequenos produtores rurais no distrito de Angonia,
provincia de Tete. Foram colhidas 262 amostras de sangue de suinos provenientes das
aldeias de Binga, Cabango, Dziede, Kamphessa, Liranga e Seze. Para cada amostra,
registaram-se os dados relativos a aldeia de origem, idade e sexo dos animais. A detecgéo
da presenca de anticorpos contra o virus da Influenza A foi realizada por meio do teste
serologico ELISA.

Os resultados obtidos indicam a auséncia de circulagdo do virus da Influenza A na

populacéo suina das localidades abrangidas pelo estudo.

Palavras-chave: Influenza A, Suinos, ELISA, Angbnia — Tete.



1. INTRODUCAO

A influenza suina, e ou “gripe suina”, € uma doenca infecto-contagiosa causada por um
virus, de distribuicdo cosmopolita, apresentando uma elevada morbilidade (100%), porém
uma baixa mortalidade (1%), que afecta suinos, aves e humanos, responsavel pelo
desenvolvimento de distarbios respiratérios agudos nas espécies afectadas (Brown, 2000;
Olsen et al., 2006 e Schaefer et al., 2013).

A transmissdo do virus, ocorre pelo contacto direto com animais infectados e suas
secregOes, associada aos factores ambientais e climaticos, a introdugcdo de novos animais
na vara, a idade (maior suscetibilidade dos animais jovens), o estado imune dos animais, a
estirpe envolvida, a ocorréncia de infec¢des bacterianas e virais podem estar directamente
relacionados com a ocorréncia desta patologia em suinos (Easterday e Van Reeth, 1999;
Brown, 2000; Embrapa, 2005).

O diagndstico da influenza, baseia-se na avaliagdo da sintomatologia clinica e lesbes
observadas nos animais afectados, o diagnéstico diferencial, associado ao diagnéstico
laboratorial por meio do isolamento viral, serologia para a deteccdo de anticorpos
especificos, deteccdo do RNA e ou proteinas virais, (Easterday e Van Reeth, 1999, Clavijo
et al.,, 2002). Os suinos séo reservatorio do virus da influenza A (Webster, 1992), e, em
Africa foi reportada a ocorréncia em aves, num estudo realizado no Kenya (Munyua et al.,
2018), sendo que em Mocambique foi reportada evidéncias serolégicas do subtipo H7N6
em aves (Monjane et al.,, 2024). No entanto existem evidéncias serolégicas dos subtipos
H1N1 e H3N2 (Santos, 2014) reportados em suinos no Brasil, alguns subtipos distintos do
virus da influenza A foram isolados em alguns paises asiaticos como China, Taiwan e foram
identificados os subtipos, H5N1, H3N2 (suinos) e HIN2, H5N2 (galinhas) respectivamente
(Webster, 1992; Lee, et al., 2014).

Em Mocambique, um estudo realizado por Laisse (2017) referente a deteccdo do virus
influenza A e circovirus suino tipo 2 em suinos abatidos, no sul de Mocambique detectou 32
casos de influenza A em suinos, sendo 0s animais positivos provenientes dos distritos de
Namaacha (21/32), Matutuine (5/32), Moamba (2/32), Boane (3/32) e Cidade da Matola
(1/32).

O presente trabalho tem como objectivo estudar a ocorréncia da influenza A em suinos
criados em sistema extensivo por pequenos criadores rurais do distrito de Angoénia,

provincia de Tete.



2. OBJECTIVOS

2.1. Geral:

= Avaliar a ocorréncia da influenza A em suinos criados em sistema extensivo por

pequenos criadores rurais do distrito de Angodnia, provincia de Tete.

2.2. Especificos:

= Detectar a presenca do virus da influenza A por meio de testes seroldgicos,
utilizando o método ELISA.

= Determinar a prevaléncia da influenza A em suinos de algumas localidades do

distrito de Angonia.



3. INFLUENZA SUINA - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Historico

O termo Influenza tem origem na Italia durante a Idade Média, quando na regido de
Florenca foi utilizado para descrever sinais clinicos de tosse, febre e calafrios que estariam
relacionados a “influéncia” (em italiano= influenza) (Santos et al., 2015).

De acordo com a literatura, a primeira pandemia oficial de gripe ocorreu no ano de 1580,
tendo esta pandemia originado no continente Asiatico, e a posterior se disseminado para a
Africa e Europa e posteriormente para a América, contudo, o virus foi isolado pela primeira
vez somente no ano de 1930, sendo classificado como virus Influenza A. No ano de 1940
foi descoberto o virus Influenza B e em 1950 foi isolado o virus Influenza C (Pyle, 1986;
Potter, 2001; Santos et al., 2015).

No verdo de 1918, em alguns paises do continente Americano (Estados Unidos), Europeu
(Hungria) e Asiatico (China), o virus da influenza suina, foi pela primeira vez detectado e
descritos de forma minuciosa, a quando do levantamento epidemiolégico e clinico desta
patologia (Koen, 1919).

Durante a década de 50, foi demonstrado a forte capacidade infectante do subtipo H2N2 no
estabelecimento desta patologia em suinos (OMS,1957), tendo se a posterior, na década de
70, confirmado a caracteristica zoonética da influenza suina, na transmisséo para humanos
gue trabalhavam com suinos (Smith, et al., 1976 e Olsen et al., 2006). O Virus de influéncia
suina (VIS) HIN1 que predomina na Europa é inteiramente de origem aviaria e foram

introduzidos por patos selvagens em suinos em 1979 (Van Reeth 2007).
3.2.  Impacto econémico

A nivel econémico nado existe informagdo quantitativa das perdas provocados pelo virus
influenza, mas as doencas respiratorias sdo responsaveis pelos maiores prejuizos

econdmicos para a industria suina, destacando-se (Deu, 2004 e Olsen et al., 2006):

= Os prejuizos provenientes dos tratamentos,
» Atrasos no crescimento,
* Diminuicao do indice de converséo alimentar,

= Diminuicdo da qualidade da carcaca.

3.3. Etiologia
O virus da influenza suina (SIV) pertence a familia Orthomyxoviridae e possui cinco géneros
sendo eles Influenza A, influenza B, influenza C, o género Thogotovirus, Quaranjavirus e

Isavirus. O virus tipo A é patogénico para mamiferos como baleias, equinos, suinos, homem
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e as aves, o tipo B infecta apenas humanos causando doenca respiratoria leve. O virus tipo
C acomete humanos e suinos (Lamb e Krug, 2001; Caron e Klein, 2010; Ictv, 2014 e Dutra,
2017).

Este virus caracteriza-se por ser ARN de sentido negativo, segmentado, de fita simples,
contém envelope e é pleomoérfico, o seu tamanho varia de 80 & 120 nm de didmetro ao
microscoOpio eletrénico (Caron e Klein, 2010). Os virus influenza A sao classificados em
subtipos com base na antigenicidade de suas moléculas de superficie: hemaglutininas (16
subtipos, de H1 a H16) e neuraminidases (9 subtipos, de N1 a N9) (Mujoriya et al., 2011).
Actualmente existem 18 subtipos de hemaglutinina (HA) e 11 subtipos de neuraminidase
(NA), sendo trés subtipos associados a doenca em suinos homeadamente HIN1, H1IN2,
H3N2 (Sreta et al., 2009; Rajdo, 2012; Tong et al., 2013)

Figura 1: Estrutura do virus da Influenza A, apresentando as moléculas de hemaglutinina
(HA), neuraminidase (NA), nucleoproteina (NP), matriz (M1, M,), polimerase acida (PA) e a
polimerase basica (PB1, PB,) (Horimoto et al.,2005, Rajdo, 2012).

O virus da IS tem uma grande afinidade pelas moléculas do acido sialico (AS), usando-os
como receptores visto que estes estdo presentes nas moléculas das glicoproteinas e
glicolipidos. Os suinos possuem ao longo do seu sistema respiratério moléculas do acido
sidlico, de ligacdo a 2,3 e a 2,6 o que lhes confere a capacidade potencial de se infectarem
pelas estirpes pertencentes a outras espécies, bem como a recombinag¢do do virus que
propicia o surgimento de novas estirpes (Santos, 2014).

Os humanos e as aves possuem apenas 0s receptores a 2,6 e a 2,3 respectivamente
(Santos, 2014). Quando observado ao microscépio electrénico (Fig.1), o virus apresenta

espiculas a sua superficie que correspondem as proteinas externas: HA e NA. Nas regides



distais das proteinas externas encontra-se o dominio proteico da HA que interage com os
residuos de &cido sialico da membrana celular, permitindo a infec¢éo da célula hospedeira.

Esta ligagcdo ao acido sialico é também inibicdo de hemaglutinagéo (Carrasco e Rio, 2006).
3.4. Transmissao

A transmissdo da influenza suina ocorre por contato directo, aerossois, tosse, espirro,
fomites e pela introducdo de animais portadores na vara (Romagosa et al.,, 2011; Van
Reeth; Brown; Olsen, 2012; Janke, 2014). A facilidade da disseminagcédo aérea do virus se
da pelo tempo de permanéncia das particulas suspensas no ar, que pode chegar a 20 dias,
com pico entre 7 e 11 dias, este virus pode ser transmitido entre as diferentes espécies

animais e humanos (Fig.2) (Neira et al., 2016).

Cat, Tnger ( H7N7 H4NS, H3N2 [VCame
‘ Equine |
. —
' Chicken | H7N7, HANS
H4,5,7,9,10 .
N1,24,7 N\ Ferret
H5N1 HON2

Rostrictlon

Native Host
Wild water fowl!
Duck, etc

H1-15; N1-9 Swi
ne
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HIN1, H2N2\
HaN2 1N1 HIN2,
10 H3N2 H4NG
\

H3N2, H13N9
CDC (2005)

Figura 2: Transmisséao do virus da influenza nas distintas espécies (Fonte:

http://www.cdc.qgov/)

3.5. Sinais clinicos

Esta patologia caracteriza-se por ser de curso rapido, com um periodo de incubacéo de 1 a
3 dias, contudo, dependendo de alguns factores tais como a idade do animal, o seu estado
sanitario e imunolégico, a estirpe do virus e a ocorréncia de infeccées secundarias de
origem viral e ou bacteriana, podem comprometer a recuperacdo dos animais, entre 5 a 7

dias apos o surgimento dos sintomas (Olsen et al., 2006).


http://www.cdc.gov/

Varios sao os sinais clinicos, sintomatologia e achados da necrépsia (Fig. 3) observados em
suinos acometidos por esta patologia, destacando-se (Alexander e Brown, 2000; Richt et
al., 2003; Olsen et al., 2006; Van Reeth 2007 e Rajéo, 2012):

* Febre (40,5 a 41,7°C);

» |napeténcia;

» Apatia; Anorexia; Perda de peso;

= Tosse, espirros, dispneia, Conjuntivite e rinite;

= Abortos, nhados mortos, infertilidade, ninhadas pequenas e fracas;

. Em casos graves, a morte.

Figura 3: a) Pulmao de um leitdo apresentando areas multifocais avermelhadas com

demarcacéo nitida entre a area afectada e a normal; b) corte longitudinal das narinas —
presenca de congestdo das conchas nasais e exsudado muco-purulento na parte caudo-

ventral da cavidade nasal. Fonte: (Andrade et al., 2011).

3.6. Diagnastico

A inexisténcia de sinais clinicos patognomaonicos desta patologia associada a ocorréncia de
infeccbes secundarias, conduz a um diagnostico presuntivo da IS, sendo o diagnéstico
definitivo alcancado por meio da detecgdo in vivo do virus em amostras de secrecdes
nasais e ou faringeas, e achados post-mortem no tecido pulmonar (Brown, 2002).

O diagnoéstico da influenza, baseia-se na avaliagdo da sintomatologia clinica e lesbes
observadas nos animais afectados, o diagnéstico diferencial, associada ao diagndstico
laboratorial, permitindo deste modo, a obtencao de resultados satisfatorios, em curto espaco
de tempo, visto que outras afecc¢des respiratorias apresentam sinais clinicos semelhantes,

por tanto, a confirmagcdo da doenca pode ser feito por métodos directos (detectam o



antigeno) e indirectos (detectam os anticorpos), destacando-se (Julkunen et al., 1985; Wood
et al., 1994; Vincent et al., 1997; Easterday e Van Reeth, 1999, Clavijo et al., 2002; Ciacci
Zanela et al., 2010; Wang e Taubenberg, 2010):

v" O isolamento viral (IV) em ovos embrionados;
v' Testes seroldgicos
= Inibicdo de hemaglutinagéo (IH),
= Imunofluorescéncia Directa (IFD) e indirecta (FI),
= Soro-neutralizagéo (SN)
= Imunodifusdo em Agar gel
= Teste de imuno-absor¢ao ligada a enzima (ELISA);
v' Histopatologia e Imuno-histoquimica;
v' Testes moleculares
= Reaccdo em cadeia de polimerase — Transcricdo reversa (RT-PCR).

Para o sucesso do diagnoéstico é necessario ter conhecimento de que amostras usar para

cada teste laboratorial, como ilustra o esquema a baixo:

Amostras de suinos vivos
(secregdo nasal, fluido oral, sangue) ?

ou mortos (pulmao) *
Sangue e fluido Secregao nasal, fluido oral, Pulmao
oral refrigerados? pulmao refrigerados?® fixado em formol?
Sorologia Virologia e Molecular Patologia
BN SRR T RT-PCRem Histopatologia ¢
- c
(Anticorpos subtipo- RT-PCR tempo real ¢ - Fase aguda: Bronquiolite necrosante
especificos/ influenza A)® Influenza A ® Gl - Fase subaguda: Pneumonia
-ELISA indireto© broncointersticial com bronquiolite
gene M do pHIN1 ® proliferativa®
(Anticorpos contra l l
o virus influenza A) ® '

isolamento viral€ Imuno-histoquimica ¢

Marcagdo do antigeno viral nas
células epiteliaisbronquiolares e

(particulas virais vidveis) bronquiais®

Anailise filogenética ©
Ex.:A/HIN1pdm09 ®

Influenza A ®

Figura 4: Amostras (a) e resultados (b) das principais técnicas laboratoriais (c) para o

diagnéstico de influenza em suinos. Fonte: (Schaefer et al., 2013).



O conhecimento da dindmica de producdo de anticorpos pelo organismo animal é de
extrema importancia para o sucesso do diagndstico, pois permite decidir o tipo de teste a

usar em relacao ao periodo pos exposicao da doencga (Fig.5).

Resposta de Imunoglobulinas a Infeccao por Influenza em Animais

100 = lgM

— IGA

— IGGAGY

80

60 |

40

Concentragao relativa de anticorpos

20

0 5 10 15 20 25 30 35
Dias apés infecgBo
Figura 5: Relag&o entre a concentracdo de anticorpos e o periodo de permanéncia no

organismo, linha azul (IgM), linha verde (IgA), linha vermelha (I9gG). Fonte(Shaefer, 2019).

ApGs a exposicao do virus ocorre um pico de febre 24 horas apos a infec¢do e inicia a
multiplicacdo do virus. A excrecgdo viral atinge o seu pico maximo 48 horas depois da
infeccdo, e em torno do 6-8 dia a excre¢do viral diminui, sendo que recomenda-se a
realizacdo de testes moleculares até 11 dias. No entanto, a partir do 7 dia inicia a
soroconversdo, a IgM é o primeiro anticorpo produzido apés infecgédo juntamente com a IgA.
A IgM atinge o seu pico maximo em torno do 7 e é indicativa de infecgdo recente enquanto
a IgA o pico maximo é ao 10 dia. Ambas as imunoglobulinas (A e M) regridem e
desaparecem. Entre os 14-21 dias a IgG atinge o pico maximo e regride ligeiramente entre
a 8-10 semana, depois mantem-se constante, por longos meses ou até anos, a IgG é

indicativa de infeccdo passada ou de longa duragéo (Shaefer, 2019).

3.6.1. Isolamento viral

O isolamento viral, € uma técnica padrao utilizada para a multiplicacdo e identificacdo do
virus a partir da secrecéo nasal, fluido oral e ou pulmonar, e a posterior inoculacao do virus
na cavidade de ovos embrionados de galinhas Specific Pathogen Free ou livres de
patdégenos especificos (SPF) com 10 a 11 dias de incubacdo (Christopher-Hennings et al.,
2012 e Dias, 2015).

Na fase aguda desta enfermidade, o virus pode ser isolado em animais vivos, por meio de

secre¢cOes nasofaringeas dos animais infectados, e de tecidos pulmonares de animais



eutanasiados, sendo as amostras mantidas conservadas a temperatura de 4°C em caso de
utilizacao nas primeiras 48 horas e a -80°C por longos periodos (OIE, 2010).

Para a realizacdo do isolamento viral, as amostras devem ser coletadas durante a fase
aguda da doenca (5 a 7 dias), periodo na qual ocorre a replicagcdo do virus (Biondo, 2016 e
Schaefer et al., 2013)

3.6.2. ELISA indireto

O principio do teste baseia-se na visualizacdo da reaccdo Antigeno-Anticorpo através de
um segundo Anticorpo conjugado a uma enzima, que promovera a rea¢cdo com seu
substrato, desenvolvendo uma cor. Este teste identifica anticorpos contra a nucleoproteina
viral (NP) do virus, tanto em amostras de soro como em amostras de fluido oral, ou seja,
apresenta uma de alta sensibilidade (Ciacci-Zanella et al., 2010), sendo util para determinar
0 estado imune da vara. O resultado positivo no teste de ELISA indica que os suinos
estiveram em contacto com virus da influenza A, porém o teste ndo diferencia os subtipos

virais.
3.6.3. Inibicdo de Hemaglutinag&o (HI)

Este teste baseia-se na capacidade do virus Influenza (hemaglutinina-HA viral) de ligar-se a
receptores existentes na superficie dos eritrocitos, provocando a hemaglutinagdo. Desta
forma, o anticorpo (presente no soro do suino a ser testado) liga-se ao virus de referéncia
do teste inibindo a capacidade da proteina HA em aglutinar eritrécitos, resultando na
inibicdo da hemaglutinagdo. Para a realizacdo do teste séo utilizadas diluicbes seriadas do
soro a ser testado, uma quantidade padrdo do virus de referéncia (4-8 unidades
hemaglutinantes) e eritrocitos de galinha ou peru. Utilizam-se como virus de referéncia os
subtipos virais mais prevalentes em determinada regido ou Pais. O resultado com titulos de
hemaglutinacdo iguais ou maiores que 1:40 indica que ha protec¢do contra o subtipo viral
testado (Detmer et al. 2012; Schaefer et al., 2013).

3.6.4. Histopatologia e imuno-histoquimica

O exame histopatologico é realizado em amostras de pulméo fixadas em formalina e em
blocadas em parafina. Apds a inalacdo do virus (1-3 dias poés-infeccéo) a leséo tipica de
influenza da fase aguda € bronquiolite e bronquite necrosante (Fig.6A) (Schaefer et al.,
2013). A medida que a lesé@o progride, as células epiteliais necréticas descamam para o
[imen e atraem células inflamatérias, especialmente neutréfilos (bronquite e bronquiolite
neutrofilica). A obliteracdo dos bronquiolos causa atelectasia (colapso) das porcgdes distais

do parénquima pulmonar daquele bronquiolo, que corresponde as areas vermelhas e
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deprimidas na microscopia. Em casos subagudos, o epitélio bronquiolar necrosado é
substituido por camadas de células epiteliais novas (bronquite e bronquiolite epitelial
proliferativa) indicando regeneragéo (Fig.6B). Como as lesdes observadas na histopatologia
sdo caracteristicas, mas nao confirmatorias da infeccéo pelo virus da Influenza, faz-se uso
da IHQ para demonstrar antigenos especificos (proteinas virais) associados com as lesfes
caracteristicas do pulm&o. Como o virus se replica no epitélio respiratério, usando

anticorpos especificos (por exemplo, contra a nucleoproteina viral - NP), decteta-se o

antigeno viral nas células epiteliais dos bronquiolos e brénquios (Fig.6C)

Figura 6: Pulmdo suino com lesdo microscopica de Influenza A. (A) Bronquiolite
necrosante. HE, obj.10x (B) Pneumonia bronco intersticial. HE, obj.10x. (C) Marcacao do
antigeno viral (nucleoproteina) no nicleo das células epiteliais bronquiolares integras e
descamadas dentro do ltmen. O lumen do bronquiolo esta parcialmente obliterado por
neutrofilos degenerados. Imuno-histoquimica, obj.20x. Fonte: (Schaefer et al., 2013).

3.6.5. Testes moleculares

Os testes moleculares mais utilizados para o diagnostico de Influenza A sdo a PCR
convencional e em tempo real (RT-PCR). Estas técnicas detectam o acido nucleico viral em
amostras de secrecao nasal, fluido oral ou pulméao, indicando infeccéo recente pelo virus
Influenza A. Em suinos experimentalmente infectados pelo virus da Influenza, a deteccéo
do &cido nucleico viral por RT-PCR pode ser feita até 11 dias pds-infeccdo (Lange et al.,
2009). A PCR convencional para o diagnéstico de Influenza A é uma técnica qualitativa, a
qual permite amplificar fragmentos especificos de acido nucleico viral na amostra testada.
Geralmente o0 gene-alvo para este teste € o gene que codifica a proteina da matriz (M) do
virus Influenza A, devido ao nivel de conservacao deste gene entre diferentes amostras de

virus.

11



3.7. Prevencéo e Controlo

Por se tratar de uma doenca negligenciada, e associada a sua endemicidade, a mesma nao
é definida como sendo prioritaria nos programas epidemiolégicos sanitarios de varios paises
(Ciacci-Zanella et al., 2011).

Segundo Flores, (2007) e Torremorell, (2012), a vacinacao contra VIS é a pratica profilatica
gue pode reduzir o impacto desta patologia, existindo vacinas inactivadas comercializadas
em alguns paises europeus e nos Estados Unidos da América.

Varios autores descrevem resultados satisfatérios na administracéo terapéutica baseada em
antibioterapia (para o combate de infec¢cdes secundarias) e anti-inflamatérios, associada
aplicacdo de fortes medidas de biosseguranca (limpeza das pocilgas — solventes de
gorduras, sabdo, detergentes e luz UV ou cloro), contudo, ndo existe mundialmente um
tratamento especifico para esta doenca (Quinn et al., 2005; Flores, 2007; Zanella 2007,
Gramer, 2008; Embrapa, 2009 e Ciacci-Zanella et al., 2011).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Local de estudo

O distrito de Angodnia estd situado no extremo norte-nordeste da provincia de Tete, sendo
limitado a norte e este pela republica do Malawi, a sul pelo distrito de Tsangano, e a oeste
pelo distrito de Macanga, localizado entre latitude 14.27 ° S e 15.28 ° S e longitude 33,59 °
E e 34,38 ° E. O distrito possui uma superficie de 3.259 Km?e uma populacio de 472.164
milhdes de habitantes, com uma densidade populacional de144.9 habitantes/km? (Instituto
Nacional de Estatistica [INE], 2012). Possui um efectivo de suinos de 10.618 animais

(Servicos Distritais das Actividades Econ6micas [SDAE], 2023).
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Figura 7: Distrito de Angdnia. Fonte: (INE, 2008)
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O distrito é caracterizado pelo clima tropical humido influenciado fortemente pela altitude.
Possui uma grande variacdo de precipitacdo de 725 mm a 1149 mm, com maior parte da
gueda pluviométrica (90%) acontecendo entre finais de novembro e inicio de abril. O padréo
de temperatura é condicionado pela altitude a qual varia de 700 m até 1655 m sendo que a
temperatura média anual estd compreendida entre 15 e 25°C (Ministério de Administracédo
Estatal [MAE], 2015). O valor médio anual de precipitacdo € superior a 1 200 mm (INE,
2015).

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio central de veterinéria (LCV), da Direcgéo de
Ciéncias Animais do Instituto de investigacdo agraria de Mogambique (IIAM), localizado na
Avenida de Mogambique Km. 15, bairro Luis Cabral — Cidade de Maputo. A Cidade de

Maputo localiza-se no Sul de Mocambique, a norte € limitada pelo distrito de Marracuene, a
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sul pelo distrito de Matutuine, a Oeste pela cidade da Matola e pelo distrito de Boane, e a

Este pelo Oceano indico.

4.2. Desenho do estudo e amostragem

A pesquisa foi feita no distrito de Angénia, usando um desenho transversal e as amostras
foram colhidas entre Maio e Junho de 2014, como parte da implementacdo do projecto
Securing Rural Livelihood through Improved Pig Production in Mozambique and Tanzania
(SLIPP). Os critérios de selec¢cdo das aldeias foram: a presenca de um efectivo de 50 ou
mais suinos na aldeia, requisito que foi preenchido por 10 aldeias e por fim a vontade das
aldeias em participar no estudo, critério que foi preenchido por 6 aldeias (Chilundo, et al.,
2016).

4.3. Tamanho da amostra

O célculo do tamanho amostra foi realizado usando a formula n = (1,962.Pesp (1-Pesp.) /d2)
(Thrusfield, 2007), considerando uma prevaléncia esperada (Pesp.) de 84,3% para Influenza
A (Laisse, 2017), uma precisao de 5% e intervalo de confianga de 95%.

Com base nesta formula e na populacdo de suinos do distrito, determinou-se a necessidade
de amostrar 203 suinos. No entanto, para o estudo, foram testadas 262 amostras, pois
estas amostras encontravam-se disponiveis e havia meios para testar todas. Assim, no
total, foram amostrados 262 suinos de 6 aldeias, com a seguinte distribuicao:

Tabela 1-Numero de animais por localidade

Nome da localidade Numero de animais
Binga 14
Cabango 47
Dziede 36
Kamphessa 77
Liranga 33
Seze 55

Fonte: (Chilundo et al., 2016).

4.4. Colheita de amostras
No presente estudo, foram colhidas um total de 262 amostras de sangue de suinos nas
aldeias de Binga, Cabango, Dziede, Kamphessa, Liranga e Seze, do distrito de Angénia,

provincia de Tete.
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Os suinos foram contidos usando um lago colocado atras dos dentes caninos e em torno do
focinho, segurados por um auxiliar ou posicionados fisicamente em decubito lateral para a
colheita de sangue. Procedeu-se com a colheita de 5 ml de sangue pela veia jugular, em
tubos vacutainer, sem anticoagulante para obtencéo do soro; a posterior as amostras foram
acondicionadas e transportadas em uma caixa isotérmica, mantidos em posi¢éo inclinada a
temperatura ambiente (cerca de 25°C) por 30 min até que 0 soro se separasse e depois
centrifugados a 5,862G por 10 min. Os soros foram a posterior distribuidos em aliquotas de
2 ml e armazenados em frascos a -20 °C, enviadas ao laboratério central de veterinaria
para deteccdo de anticorpos pelo teste serolégico ELISA comercial (kit BIONOTE Avian

Influenza Virus Antibody ELISA, seguindo as instrucdes do fabricante (anexo 1).

"7

Figura 8: Colheita de amostra de sangue na veia jugular em leitdes de 3 e 15 semanas

respectivamente. Fonte: (Antdo, 2009).

4.5 Procedimento laboratorial

4.5.1 Andlise Seroldgica

Para a deteccdo de anticorpos contra a nucleoproteina (NP) do virus da influenza suina foi
usado o kit ELISA comercial BIONOTE Avian Influenza Virus Antibody ELISA, seguindo
as instrucbes do fabricante (anexo 1). O kit era provido de placas pré-revestidas com

antigenos virais inativos do VIA.

4.5.2 Critérios de validacao do teste

O teste foi validado considerando a média das densidades épticas onde:

1) A média de OD450 do controlo negativo (OD450NCXx) é superior a 1, 0.
2) A média de densidade Optica do controlo positivo (ODpc) superior a - 0,005 e
inferior a 0,5000.
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3) Se qualquer destes valores estiver fora dos parametros, o teste é considerado

invalido e as amostras devem ser novamente testadas.

4.5.3 Calculo de Percentagem de Inibicao (PI):

= Pl =[1- (OD450 da amostra/ OD450NCx)] x 100

= Se o valor Pl € menos (-), € considerado como 0.

4.5.4 Interpretacao dos resultados:

Valores de Pl =2 50 — Positivo
Valores de Pl <50 — Negativo.

4.6 Anélise de dados

Os resultados obtidos a partir do teste serolégico foram inseridos numa planilha do MS
Excel (Microsoft Corporation). Esses dados foram utilizados para calcular a prevaléncia das
amostras positivas em cada uma das aldeias. Para o célculo da prevaléncia foi utilizando a
formula descrita por Thrusfield (2007): P = numero de amostras positivas/ numero da

populacdo em estudo nesse periodo.

Posteriormente, os dados foram exportados para o STATA versdo 12.1® (Stata IC 12.1 for
Windows), onde foram realizadas as estatisticas descritivas, incluindo frequéncia, média,
desvio padréo e erro com nivel de significancia de 5%. A andlise foi estratificada por aldeia

de origem e, quando possivel, por idade e sexo dos animais.
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5. RESULTADOS

5.1.Deteccdo do virus da influenza A, pelo teste soroldgico (ELISA)

Com base no teste seroldgico (ELISA) efectuado neste estudo, do total de 262 amostras
testadas, provenientes do distrito de Angonia provincia de Tete, das localidades de Liranga
(33), Kamphessa (77), Binga (14), Dziede (36), Cabango (47) e Seze (55), todas foram
negativas. Estes resultados sugerem a ndo ocorréncia da doenca nas referidas localidades.
De acordo com os resultados obtidos, ndo foi possivel fazer nenhuma inferéncia estatistica

sobre a média, desvio padréao, incluindo frequéncia e o erro.

5.2.Prevaléncia da Influenza A em suinos em algumas localidades do distrito
de Angonia

A prevaléncia do virus da Influenza A em suinos nas localidades avaliadas do distrito de

Angonia ndo pode ser determinada, uma vez que todas as amostras analisadas através do

teste serolégico ELISA apresentaram resultados negativos para a presenca de anticorpos

contra o virus. Estes resultados indicam que, a data da colheita das amostras, ndo existiam

evidéncias soroldgicas de circulacdo do virus da Influenza A na populagéo suina estudada.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objectivo detectar a presenca do virus da Influenza A em
suinos em algumas localidades do distrito de Angoénia, utilizando o método seroldgico
ELISA, e determinar sua prevaléncia na populacdo estudada. Os resultados obtidos
indicaram a auséncia de positividade nas amostras analisadas, o que contrasta com
estudos anteriores realizados em outras regiées de Mocambique, nos quais a circulacéo do

virus foi confirmada.

Diversos factores podem ter influenciado a ndo detecc¢do, incluindo caracteristicas do
sistema de criagdo na regido, o estagio da infeccdo dos animais testados, a sensibilidade do
método diagndéstico empregado e a possivel baixa circulacdo do virus no momento da
colheita. Assim, para uma melhor compreensdo dos resultados, a discussdo sera
estruturada em dois subpontos: deteccdo da presengca do virus da Influenza A e

prevaléncia da doenca na populagdo suina estudada.

6.1. Deteccdo da presenca do virus da Influenza A

Os resultados obtidos neste estudo indicaram a auséncia de anticorpos contra o virus da
Influenza A em todas as amostras testadas. Esse achado diverge do estudo de Laisse
(2017), que detectou o virus em 84,2% das amostras analisadas em suinos abatidos no sul
de Mocambique, com positividade concentrada em sistemas de criacao intensivos e semi-
intensivos. Essa discrepancia pode estar relacionada ao tipo de criagdo predominante na
regido estudada, uma vez que, no presente estudo, 0s suinos eram provenientes de
sistemas extensivos, onde a menor densidade animal pode ter limitado a disseminacdo do
patégeno.

No que diz referéncia ao método diagndstico utilizado, o teste ELISA, é amplamente
empregado para a deteccdo de anticorpos contra o virus da Influenza A. Segundo Zanella
(2012), sua metodologia baseia-se na reacdo antigeno-anticorpo, cuja intensidade da
coloragéo é proporcional a quantidade de anticorpos na amostra. No entanto, embora seja
um teste comercialmente acessivel e de facil aplicacdo, apresenta limitacbes na deteccao
precoce da infeccéo.

Estudos comparativos, como o de Yoon et al., (2004), demonstraram que o ELISA pode
apresentar sensibilidade reduzida (58%) na identificacdo de anticorpos contra H1N1,
enquanto o teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI), considerado o Gold-standard (padréo-
ouro) para o diagnéstico sorolégico da Influenza A, detecta anticorpos mais precocemente.
Em condicdes experimentais, o ELISA apresentou 0% de deteccdo ao 7° dia de infeccéo,
iniciando a soro conversdo apenas a partir do 14° dia (75%) e atingindo 100% no 28° dia.

Dessa forma, a auséncia de positividade nos testes do presente estudo pode estar

18



associada a um periodo de infeccdo muito recente ou ao facto de que os animais nunca
tiverem sido expostos ao virus.

Além disso, Skibbe et al., (2004) relatou uma concordancia de 82,8% a 86,7% entre 0s
testes ELISA e HI, sugerindo que as diferencas nos resultados podem estar relacionadas ao
tipo de anticorpo detectado por cada método. Enquanto o ELISA identifica
predominantemente IgG, o HI pode detectar tanto IgM quanto 1gG, permitindo uma melhor
distingdo entre infecgéo recente e infecgao passada.

Outro factor relevante é a presenca de coinfec¢ées, que podem influenciar a manifestacéao
clinica da Influenza A em suinos. Radostits et al., (2007) destaca que a gravidade da
doenca pode ser exacerbada quando associada a infeccbes concomitantes, como
pneumonia enzoodtica e infeccdo por Ascaris suum. No entanto, no presente estudo,
embora Chilundo et al., (2019) tenha relatado uma prevaléncia de 12,2% de Ascaris suum
nas mesmas amostras analisadas, ndo foi observada positividade para Influenza A,
sugerindo que a coinfeccdo ndo foi um factor determinante para a circulacado do virus na

regiao estudada.

Diante dessas considera¢fes, a auséncia de positividade observada pode estar relacionada
a diversos factores epidemiolégicos e laboratoriais. Para complementar a analise,
recomenda-se 0 uso de técnicas moleculares, como a RT-PCR, que poderiam detectar
directamente o material genético viral, fornecendo uma avaliacdo mais precisa da circulagéo

do virus na populagéo suina da regiao.

6.2. Prevaléncia da Influenza A em Suinos no Distrito de Angédnia

A auséncia de positividade para Influenza A no presente estudo levanta questionamentos
sobre a real prevaléncia da doenca na populagdo suina do distrito de Angonia. A Influenza
A é uma infeccao de carater epizodtico, podendo apresentar padrdes de circulacdo sazonal
ou esporadica, dependendo da dindmica de transmissdo do virus e das condicdes

epidemioldgicas locais.

Estudos prévios realizados em outras regibes indicam que a prevaléncia da Influenza A
pode variar significativamente em funcdo de factores como a densidade animal, o tipo de
maneio adoptado e a introducdo de novos suinos na vara. Mancini et al. (2006) reportou
uma taxa de positividade de 85.3% em suinos no Brasil utilizando o teste HI, o que pode
estar associado a sistemas de producdo mais intensivos, onde a transmissdo do virus

ocorre com maior facilidade devido ao contato préximo entre os animais.
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No distrito de Angodnia, a suinocultura é predominantemente extensiva, caracterizada por
uma menor densidade animal e um menor fluxo de movimentagédo dos suinos. Esse factor
pode ter contribuido para a baixa circulacao viral observada. Além disso, a auséncia de
casos clinicos notificados na regido durante o periodo do estudo sugere que a Influenza A
pode ndo estar amplamente disseminada na area ou que surtos anteriores nao tenham sido

devidamente detectados e reportados.

Outro aspecto importante a considerar € o impacto da metodologia diagndstica na
determinagdo da prevaléncia. Como discutido anteriormente, o teste ELISA apresenta
limitacBes na detec¢do precoce da resposta imunoldgica e pode néo identificar infeccbes
recentes. Assim, a prevaléncia real da Influenza A na regido pode ter sido subestimada,
tornando necessario o uso de métodos complementares, como RT-PCR para deteccao
directa do virus e inquéritos sorolégicos adicionais utilizando o teste Hl.

Em suma, os resultados do presente estudo sugerem uma baixa circulagdo do virus da
Influenza A na populacéo suina do distrito de Angonia. No entanto, essa concluséo deve ser
interpretada com cautela, considerando possiveis limitacbes metodolégicas e
epidemioldgicas. Para uma avaliagdo mais robusta, recomenda-se a realizacdo de estudos
adicionais que incluam testes moleculares, monitoramento continuo e andlise de factores de

risco associados a introducéo e disseminacao do virus na regido.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a prevaléncia da Influenza A no
distrito de Angdnia nao foi evidenciada no presente estudo. A auséncia de positividade nas
amostras analisadas sugere que, no momento da colheita, ndo havia circulagdo detectavel
do virus na populacédo suina estudada.

A Influenza A é um agente de grande importancia sanitaria e econdmica, sendo um dos
principais causadores de doencas respiratdrias na suinocultura global. Os suinos
desempenham um papel fundamental na transmissado interespécie do virus, pois possuem
receptores tanto para estirpes virais humanas quanto aviarias em seu trato respiratério,
facilitando a ocorréncia de recombinacdes genéticas que podem originar novas variantes.
Dessa forma, o monitoramento continuo do virus e a caracterizacdo das estirpes virais
circulantes sdo essenciais para a implementacao de estratégias eficazes de prevencao e
controle da doenca.

A relacdo entre a epidemiologia do virus e os sistemas de produgéo suinicola reforca a
necessidade de vigilancia epidemioldgica estruturada. Métodos de deteccdo precoce,
aliados a uma abordagem integrada de biosseguranca, permitem uma resposta rapida a
possiveis surtos e auxiliam na compreenséo da distribuicdo espaco-temporal da Influenza
A. Essa abordagem ndo apenas minimiza os impactos econémicos na producao suinicola,

mas também contribui para a prevencédo de pandemias associadas ao virus.
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8. RECOMENDACOES

Com base nos achados do presente estudo, recomenda-se:

= Fortalecimento da vigilancia epidemioldgica: manter e refor¢car a vigilancia da
Influenza A em suinos na provincia de Tete e em outras regides de Mogambique, a
fim de compreender melhor a dindmica da doenca no pais e estabelecer medidas
eficazes de prevencéo e controlo, especialmente considerando que o virus ja foi
reportado na regiao sul do pais.

» Realizacdo de estudos adicionais: conduzir pesquisas complementares que
combinem diferentes metodologias diagnésticas, incluindo testes sorolégicos
(ELISA, HI) e moleculares (RT-PCR), para uma avaliagdo mais precisa da
prevaléncia da doenca e a caracterizacdo das estirpes virais envolvidas.

» Aprofundamento da analise epidemioldgica: implementar inquéritos
epidemioldégicos mais abrangentes para avaliar os factores de risco associados a
Influenza A na suinocultura local, considerando variaveis como sistemas de
producdo, movimentacdo de animais e coinfeccbes que possam influenciar a
disseminacao do virus.

= Adopcdo de estratégias integradas de prevencdo e controlo: desenvolver e
implementar medidas de biosseguranca adaptadas aos diferentes sistemas de
criacdo, visando minimizar os riscos de introducdo e propagacdo do virus da
Influenza A nas varas.

= Monitoramento continuo e colaboracéao interinstitucional: estabelecer parcerias
entre instituicbes de saude animal e publica, 6rgdos reguladores e produtores
suinicolas para aprimorar o monitoramento da Influenza A e garantir uma resposta

rapida e coordenada diante de possiveis surtos.

A adopcédo dessas medidas contribuira para uma melhor compreensdo da circulagdo do
virus no pais e para o desenvolvimento de estratégias eficazes na mitigacdo dos impactos
sanitarios e econémicos da Influenza A, tanto na producdo suinicola quanto na saude

publica.
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Anexo

O AIV BIONOTE (virus da gripe aviaria) Ab ELISA é um teste de imuno absorcao
enzimatica competitivo para a detec¢ao qualitativa do anticorpo do virus da Influenza A mais
comum e prevalente em galinha, pato, perd, codorniz, ganso, pintada, perdiz cinzenta,

perdiz vermelha, faiséo, cisne, cavalo ou suino.

Principio do teste

O principio do teste baseia-se na visualizacdo da reacdo Ag-Ac através de um segundo Ac
conjugado a uma enzima, que promovera a rea¢cdo com seu substrato, desenvolvendo cor.
A intensidade da coloragéo esta directamente relacionada com a quantidade de anticorpos
presentes, que sera quantificada pela determinacdo da densidade 6ptica da amostra em

leitura na microplaca por meio de um espectrofotbmetro.

Procedimento do teste ELISA
1) Preparar os pocos da microplaca para o controlo negativo 3 poc¢os, o controlo positivo 2

pocos e cada uma das amostras para cada orificio.

2) Adicionar 50 pl de controlo positivo (PC), controlo negativo (NC) e amostras em cada
pogo.

3) Adicionar 50 pl de solugcéo conjugada (pronta a usar) em cada poco contendo PC, NC e
amostra.
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Nota: Se o niumero de amostras for superior a 100, adicionar 55 pl da amostra e 55 ul do
conjugado na placa de diluicdo da amostra (ndo fornecida). Depois disso, adicionar 100 pl

da mistura da amostra a microplaca (fornecida).

4) Misturar bem num misturador de vibracdo e cobrir a microplaca com uma folha de placa
adesiva.

5) Incubar os pogos a 37+1°C durante 30 minutos.

6) Lavar os pocos 6 vezes com 350 pl de solugédo de lavagem diluida e aspirar todo o
liquido dos pocos.

7) Adicionar 100 pl de substrato (pronto a usar) a cada poco.
8) Incubar os pocos durante 10 minutos a temperatura ambiente (18~25°C).

9) Adicionar 100 pl de solucéo de paragem a cada pocgo.
10) Ler a absorvéncia dos po¢os com um espectrofotémetro a 450 nm com comprimento de
onda de referéncia a 620 nm. A leitura deve ser concluida num intervalo de 30 minutos a

partir do final do teste.

Interpretacdo do resultado e validacéo do teste

1) A média de OD450 do controlo negativo (OD450NCXx) é superior a 1, 0.

2) A média de OD450 do controlo positivo (OD450PCx) é superior a - 0, 005 e inferior a 0,
5000.

3) Se qualquer destes valores estiver fora da gama, o ensaio € considerado invalido e as

amostras devem ser novamente ensaiadas.

Célculo do valor IP
1) Calcular o valor de IP (inibicdo percentual) por cada amostra, usando a férmula de

inibicdo percentual

Valor Pl = [1 - (OD4s0 da amostra/ OD450NCx)] x 100

Por exemplo:

- OD450NCx: 2, 040, OD4s0PCx: 0,059,

- OD450sample: 1,950

- Valor Pl =[1-(1.950/2.040)] x 100 = 4.4 — esta amostra é considerada negativa

* Se o valor Pl € menos (-), é considerado como 0.
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Interpretacéo do resultado

1) Com base no valor Pl e nas espécies animais, as amostras sédo classificadas do seguinte

modo:

* Interpretacdo de amostras de gema de ovo é também o mesmo critério.

<50 <50 | <85

<50 | <50 | <50 |<50

<50

<50 | <50 | <50 | <50

2)Utilizar as seguintes diretrizes para estabelecer o estatuto do bando de anticorpos da

gripe. Por favor, note que o teste ELISA é um teste de bando e as decisdes relativas ao

bando ndo devem ser tomadas em amostras individuais ou em amostras de bando muito

pequenas (ou seja, menos de 10 amostras/bando).

Todas as amostras

negativas

Sem anticorpos ao AlV

Nenhum. Monitorizagéo
continua (por exemplo, cada

4 a 6 semanas)

Pelo menos 1 amostra

positiva

Anticorpos contra o AlV

presentes

O estatuto de AlV do bando

deve ser confirmado com

testes serologicos e

isolamento do virus.
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