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RESUMO

A influenza é uma doenca respiratoria viral aguda que afeta varias espécies de aves e
mamiferos, incluindo o homem. A doenga em suinos é causada pelo virus influenza A (IAV),
tendo um impacto econdmico significativo nos rebanhos suinos afetados, além de representar
uma ameacga a populagdo humana devido ao seu potencial pandémico e zoondtico. Muito
embora os subtipos virais globalmente prevalentes em suinos sejam o0 HIN1, HIN2 e H3N2,
estes sdo geneticamente e antigenicamente distintos, de acordo com a regido geografica de
origem. Estudos recentes realizados com isolados do IAV de suinos confirmaram que as
linhagens virais detectadas no Brasil sdo restritas ao territorio brasileiro, ndo sendo encontrados
virus semelhantes em suinos de outros paises. Desta forma, um teste de diagnostico rapido, que
seja capaz de detectar e diferenciar o subtipo do IAV em suinos é importante para o
monitoramento e controle da infecgdo em rebanhos suinos. Além disto, no Brasil ndo existem
testes rapidos disponiveis comercialmente, como RT-gPCR para subtipar o IAV em amostras
clinicas de suinos. Assim, este estudo teve como objetivo desenvolver e validar dois ensaios de
RT-gPCR multiplex (um para a hemaglutinina viral — Hlpdm, H1lhu, H3; e outro para a
neuraminidase viral — N1pdm, N1hu, N2) para a deteccao e diferenciagéo dos subtipos HIN1,
H1N2 e H3N2 do IAV circulantes em suinos no Brasil. A especificidade analitica da técnica
foi de 100%, na correta identificagdo do subtipo e linhagem viral em 85 IAVs previamente
caracterizados por sequenciamento genémico. O ensaio apresentou 100% de especificidade
diagnostica em 50 amostras negativas para o IAV e positivas para outros patdgenos de suinos.
O limite de detecgdo da RT-qPCR variou entre 5,09x10% e 5,09x10* copias de RNA viral/uL,
conforme o gene avaliado. Posteriormente, 73 amostras clinicas de suinos positivas para o IAV
por RT-PCR (gene da matriz) foram testadas. A RT-gPCR multiplex identificou o subtipo e a
linhagem viral em 74% das amostras clinicas analisadas, sendo que o subtipo H3N2 de origem
humana (46,3%) foi 0 mais detectado, sequido pelo HIN1 de origen pandémica (33,3%), HLIN2
de origem humana (11,1%) e HxN1pdm (3,7%). Além disto, coinfec¢des (3,7%) e virus que
sofreram rearranjo génico (1,9%) foram detectados. Portanto, o ensaio de RT-qPCR multiplex
desenvolvido e validado neste estudo mostrou-se um método rapido, muito sensivel e especifico
para a identificacdo dos subtipos e linhagens do IAV em amostras de suinos. A técnica descrita
¢ economicamente viavel quando comparada a outros metodos, como 0 sequenciamento
genbmico, e uma vez implementada em laboratérios de diagnostico, poderd fornecer
informagdes sobre a prevaléncia dos subtipos virais em suinos, contribuindo para o

monitoramento e vigilancia da influenza em rebanhos suinos.



Palavras-chave: Virus influenza A. Suino. Subtipagem. RT-gPCR multiplex. Diagnéstico

répido.



ABSTRACT

Influenza is an acute viral respiratory disease that affects several species of birds and
mammals, including humans. The disease in pigs is caused by influenza A virus (IAV), which
may has a significant economic impact on the affected swine herds, posing a threat to the human
population due to its pandemic and zoonotic potential. Although the prevalent virus subtypes
in swine herds worldwide are HIN1, HIN2 and H3NZ2, these are genetically and antigenically
distinct, according to the geographic region of origin. Recent studies with 1AV isolates from
swine confirmed that the viral lineages detected in Brazil are restricted to the Brazilian
territory, and no similar viruses were found in swine from other countries. In this way, a rapid
diagnostic test, able to detect and differentiate the 1AV subtype in pigs is important for the
monitoring and control of the infection in swine herds. In addition, in Brazil there are no rapid
tests commercially available, such as RT-gPCR, to subtype IAV in swine clinical samples. This
study aimed to develop and validate two multiplex RT-gPCR assays (one for viral
hemagglutinin — H1pdm, H1lhu, H3; and another for viral neuraminidase — N1pdm, N1hu, N2)
for the detection and differentiation HIN1, HIN2 and H3N2 IAV subtypes circulating in swine
in Brazil. The analytical specificity of the technique was 100%, identifying the correct viral
subtype and lineage in 85 IAVs previously characterized by genomic sequencing. The assay
presented 100% of diagnostic specificity in 50 negative samples for 1AV and positive for other
swine pathogens. The limit of detection of the RT-qPCR ranged from 5.09x10° to 5.09x10*
copies of viral RNA/uL, according to the gene evaluated. Afterwards, 73 swine clinical samples
positive for 1AV by RT-PCR (matrix gene) were tested. The multiplex RT-gPCR identified the
viral subtype and lineage in 74% of the clinical samples analyzed, which the human-origin
H3N2 (46.3%) subtype was the most detected, followed by the pandemic-origin HIN1 (33.3%),
human-origin HIN2 (11.1%) and HxN1pdm (3.7%). In addition, co-infections (3.7%) and
reassortant viruses (1.9%) were detected. Therefore, the multiplex RT-gPCR assay developed
and validated in this study showed to be a rapid, very sensitive and specific method for 1AV
subtyping and lineages identification in swine samples. The technique described is cost-
effective when compared to other methods, such as genomic sequencing, and once implemented
in diagnostic laboratories, may provide information on the prevalence of viral subtypes in pigs,

contributing to the monitoring and surveillance of influenza in swine herds.

Keywords: Influenza A virus. Swine. Subtyping. Multiplex RT-gPCR. Rapid diagnosis.
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1 INTRODUCAO

Apols a pandemia de influenza em humanos iniciada em 2009, causada pelo virus
influenza A/H1IN1 (H1IN1pdmO09) de origem suina, as pesquisas envolvendo o virus influenza
foram intensificadas, tanto na area humana quanto na area veterinaria, uma vez que logo apos
a emergencia em humanos, o virus HIN1pdmO09 foi reintroduzido em suinos em varios paises
(HOLYOAKE et al., 2011; PASMA; JOSEPH, 2010; SCHAEFER et al., 2011; TREVENNEC
et al., 2012; ZHOU et al., 2011). Os virus influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae e
causam uma infeccdo respiratoria aguda, altamente contagiosa e com distribuicdo mundial
(GONEAU et al., 2018). Os virus influenza A (IAVs) séo divididos em subtipos virais, 0s quais
sdo diferenciados tendo como base a antigenicidade de duas glicoproteinas de superficie, a
hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) (NELSON; VINCENT, 2015). Em suinos, a doenca
é causada pela infecgdo pelo IAV e, por se tratar de um agente zoon6tico, representa uma
ameaca a salde humana. A doenca em suinos apresenta muitas semelhangas clinicas e
patoldgicas como a influenza em humanos, e 0s animais afetados apresentam sinais clinicos de
tosse, dispneia e hipertermia (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012).

O suino é um hospedeiro importante na dindmica e epidemiologia da infecgéo pelo IAV
por expressar, nas células epiteliais de seu trato respiratdrio, receptores celulares para ligacdo
de virus de origem aviaria e mamifera, podendo, desta forma sofrer infeccdo por IAVs oriundos
de diferentes espécies, como a humana e a aviaria (MA; KAHN; RICHT, 2009). Além disto, o
genoma segmentado do 1AV permite a ocorréncia de rearranjo génico entre diferentes 1AVs
que infectam o suino, permitindo uma rapida evolucdo viral e surgimento de novos virus
emergentes (NELSON; HOLMES, 2007). No Brasil, o IAV é considerado endémico em suinos,
e 0s subtipos virais predominantes sdo: HIN1, HIN2 e H3N2 (CIACCI-ZANELLA et al., 2015;
RAJAO et al., 2013a).

Para o diagndstico de influenza, as técnicas mais utilizadas atualmente s&o a transcrigao
reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e a transcricdo reversa seguida
de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (RT-gPCR). As principais
vantagens apresentadas sdo a rapidez na obtencdo dos resultados, menor custo quando
comparado ao sequenciamento genémico, além de serem sensiveis e especificas (LANDRY,
2011). Testes moleculares comerciais para deteccdo dos subtipos do virus influenza em
amostras clinicas de suinos estdo disponiveis em outros paises (ZHANG; HARMON, 2014),
porém no Brasil ndo existem ensaios para diferenciacdo dos subtipos de IAV. Além disto,
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diferengas genéticas observadas em sequéncias dos genes HA e NA obtidas de virus isolados
no Brasil (NELSON et al., 2015b) indicam que os testes validados em outros paises podem néo
detectar os 1AVs que circulam em suinos no Brasil. Devido a estas diferencas genéticas
observadas em virus que circulam em diferentes regides geogréaficas, a OIE/FAO Network of
expertise on animal influenza (OFFLU) definiu como uma das prioridades na pesquisa do virus
da influenza em suinos o desenvolvimento de técnicas moleculares com pares de iniciadores
especificos para as linhagens virais circulantes em determinada regido geografica (OFFLU
STEERING COMMITTEE, 2011, 2014). Desta forma, o desenvolvimento de um teste rapido
e sensivel para a deteccdo e diferenciacdo dos principais subtipos virais circulantes em suinos
no Brasil é altamente relevante. O conhecimento sobre quais subtipos do IAV circulam nos
plantéis suinos brasileiros permitira a realizacdo de estudos epidemioldgicos sobre a dinamica
de infeccdo, agregando conhecimentos que auxiliardo no manejo, prevencdo e controle da

infecgdo em suinos.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Detectar e diferenciar os subtipos HIN1, HIN2 e H3N2 dos virus influenza A

circulantes em suinos no Brasil.

1.1.2 Obijetivos especificos

e Desenvolver dois ensaios de RT-qPCR multiplex one-step (um para o gene HA e outro
para o gene NA) para subtipagem dos virus influenza A circulantes em suinos no Brasil.

e Validar os dois ensaios de RT-qPCR multiplex one-step (um para o gene HA e outro
para 0 gene NA) desenvolvidos neste estudo.

e Aplicar os ensaios de RT-qPCR multiplex one-step desenvolvidos em amostras clinicas

de suinos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Virus influenza A

Os virus influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae, que é composta por sete
géneros: Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Influenzavirus D, Thogotovirus,
Isavirus e Quaranjavirus (GONEAU et al., 2018; ICTV, 2018). Os virus pertencentes ao género
Influenzavirus A sdo classificados em subtipos e 0s demais géneros apenas em tipos virais. A
nomenclatura segue um padrdo universal com as seguintes informacdes: tipo do virus, espécie
hospedeira de origem (exceto virus de origem humana), regido geogréafica de origem, nimero
da amostra, ano de isolamento, subtipo da amostra (entre parénteses); como por exemplo,
Al/swine/Brazil/07/2011(HIN1) (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012).

Os virus influenza A (IAVSs) séo pleomorficos, com 80 a 120 nandmetros de diametro,
possuem capsideo helicoidal e um envelope lipidico que os torna altamente suscetiveis a
solventes e detergentes, além de serem sensiveis a temperaturas elevadas (VAN REETH,;
BROWN; OLSEN, 2012). O genoma viral é segmentado, composto por oito segmentos lineares
de RNA de fita simples com polaridade negativa: polimerase basica 2 (PB2), polimerase basica
1 (PB1), polimerase acida (PA), hemaglutinina (HA), nucleoproteina (NP), neuraminidase
(NA), matriz (M), e ndo-estrutural (NS) (GONEAU et al., 2018). Os segmentos génicos
codificam 12 a 13 proteinas, sendo que o segmento PB1 codifica as proteinas PB1, PB1-F2 e
PB1-N40, o gene PA codifica as proteinas PA e PA-X, o segmento M codifica as proteinas M1
e M2, o gene NS codifica as proteinas NS1 e NS2/NEP. Os demais segmentos codificam apenas
uma proteina cada (VINCENT et al., 2017; ZHANG; GAUGER; HARMON, 2016) (Figura 1).
Os genes M e NP codificam proteinas internas e, por conseguinte, sdo mais conservados. Os
genes HA e NA codificam as glicoproteinas de superficie, as quais sdo alvo do sistema imune
do hospedeiro e consequentemente, s&o mais propensos a sofrerem mutacdes (GAYMARD et
al., 2016).
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Figura 1. Diagrama do virus influenza A mostrando o envelope viral e 0s oito genes virais.

\ _
\ PB1 + PB1-F2 + PB1-N40
—

Legenda: HA — gene da hemaglutinina; M1 — gene da matriz 1; M2 — gene da matriz 2; NA — gene da
neuraminidase.

Fonte: Adaptado de VINCENT et al., 2008.

As aves silvestres aquaticas sdo os reservatorios dos IAVs na natureza. Nestes animais
ja foram identificados dezesseis tipos diferentes de HA (H1-H16) e nove tipos de NA (N1-N9)
(GAMBLIN; SKEHEL, 2010; NEUMANN; KAWAOKA, 2015) sendo que a determinacao
dos subtipos virais tem como base a antigenicidade das glicoproteinas de superficie (HA e NA)
(NELSON; VINCENT, 2015; SHORT et al., 2015). Em 2009 e 2010, foram identificados em
morcegos na Guatemala e no Peru os virus H17N10 e H18N11, porém nédo ha registros de que
estes novos virus possam infectar outras espécies animais além dos proprios morcegos (TONG
etal., 2012, 2013; WU et al., 2014). Os IAVs infectam uma ampla variedade de espécies, aves
(selvagens e domésticas), humanos, suinos, equinos, caninos, felinos e mamiferos marinhos
(BROWN, 2000; SHORT et al., 2015). Em suinos, os subtipos considerados endémicos na
maioria dos paises produtores de suinos sdo H1IN1, HIN2 e H3N2 (BAUDON et al., 2017,
CIACCI-ZANELLA et al., 2015; LEWIS et al., 2016; NELSON et al., 2015a). Embora os
subtipos virais detectados em suinos em diferentes continentes sejam 0s mesmos, estes possuem
diferentes origens e também sdo antigenicamente e geneticamente distintos (KUNTZ-SIMON;
MADEC, 2009; VINCENT et al., 2014).
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Existem dois mecanismos responsaveis pela grande variabilidade genética dos IAVs:
antigenic drift e antigenic shift. O antigenic drift € ocasionado por uma alta frequéncia de erros
induzidos pela enzima RNA polimerase viral durante o processo de replicacdo do genoma,
devido a incapacidade da enzima para correcdo de erros ou proofreading, resultando em
mutacgdes pontuais nos diferentes genes (HAMPSON, 2002; ZHANG; GAUGER; HARMON,
2016). Nos genes que codificam a HA e NA, estas mutagdes ocorrem com maior frequéncia,
sendo constantemente submetidas a presséo de selecdo imposta pelos mecanismos de defesa do
hospedeiro (CORREIA; ABECASIS; REBELO-DE-ANDRADE, 2018; DE, 2018; KLEIN et
al., 2014). O antigenic shift ou reassortment ocorre quando dois ou mais virus infectam uma
mesma célula do hospedeiro e trocam segmentos génicos, podendo surgir um virus novo
distinto dos virus parentais (LOWEN, 2018; ZHANG; GAUGER; HARMON, 2016). O novo
virus que sofreu rearranjo génico pode apresentar propriedades antigénicas e patogénicas
distintas dos virus parentais, podendo também ser capaz de infectar outras espécies (GARTEN
et al., 2009). Os erros inerentes da polimerase viral e 0 genoma segmentado dos virus influenza
possibilitam uma rapida evolucdo dos IAVS, e assim, uma alta variabilidade nas glicoproteinas
de superficie, 0 que contribui para que os virus ndo sejam neutralizados pela imunidade prévia
do hospedeiro. Os rearranjos génicos, mutacdes pontuais e introducdes de IAVs oriundos de
outras espécies em suinos favorecem o aumento da diversidade dos virus circulantes,
contribuindo para a perpetuacédo destes virus na natureza (VINCENT et al., 2017).

Para que ocorra a infec¢do viral, a proteina HA precisa ligar-se aos receptores de acido
sialico presentes nas células do hospedeiro (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012). Existem
varias formas quimicamente distintas dos acidos sidlicos, e diferentes virus influenza
apresentam distintos niveis de afinidade a estes. As diferencas de afinidade podem determinar
qual a espécie animal pode ser infectada por determinado virus. Sendo assim, em nivel
molecular, os acidos sidlicos sdo ligados ao agticar galactose por meio de ligacdes 02,3 ou 02,6.
Os receptores do tipo 02,3 sao 0s preferenciais para ligacdo de virus aviarios e 0s receptores
a2,6 sdo os preferenciais para virus de mamiferos (IMAI; KAWAOKA, 2012). As células
epiteliais do trato respiratorio de suinos produzem ambos os receptores (02,3 e a2,6) (ITO et
al., 1998; VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012). Entretanto, 0s suinos expressam em maior
abundancia os receptores do tipo humano (a2,6) do que os receptores do tipo aviario (a2,3), €
a distribuicdo destes receptores no epitélio suino varia conforme a por¢éo do trato respiratério
(NELLI et al., 2010; VAN POUCKE et al., 2010). Por esta razdo, os suinos podem ser
infectados por virus de origem aviaria e humana e, desta forma, servirem como um “vaso de

mistura” ou “mixing vessel” para a emergencia de novos virus (BROWN, 2000; JANKE, 2014;
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NELSON et al., 2014; RAJAO; VINCENT; PEREZ, 2019). Por conseguinte, no epitélio
respiratdrio do suino o virus influenza pode adaptar, replicar e tornar-se infeccioso para outras
espécies, e ainda, pode proporcionar rearranjos que permitam a transmissdo interespecies,
devido a mutacGes génicas (CRISCI et al., 2013). Ademais, em humanos e aves terrestres,
incluindo galinhas, perus e codornas, também sdo detectados ambos o0s tipos de receptores nas
células epiteliais respiratorias, contribuindo para a replicacdo e adaptacéo de diferentes I1AVs
(IMAI; KAWAOKA, 2012), como o virus H5N1 de origem aviaria que foi transmitido
diretamente para humanos (PEIRIS; DE JONG; GUAN, 2007).

2.2 Epidemiologia

O IAV é responsavel por ocasionar pandemias de influenza, como ocorreu em 1918 com
um virus HIN1. Nesta ocasido a infeccdo de suinos foi concomitante com a pandemia de
influenza em humanos, conhecida como gripe espanhola, que resultou na morte de até 50
milhdes de pessoas no mundo todo (JOHNSON; MUELLER, 2002; TUMPEY et al., 2005).
Posteriormente, em 1957 ocorreu a pandemia asiatica com um virus H2N2, em 1968 a pandemia
de Hong Kong com um virus H3N2, e em 1977 a pandemia russa com um virus HIN1 (COX;
SUBBARAO, 2000; HORIMOTO; KAWAOKA, 2005). A ultima pandemia de influenza em
humanos iniciou no México e Estados Unidos no ano de 2009, e foi causada pelo virus influenza
A/H1IN1 de origem suina (H1N1pdm09), que logo se espalhou para outros paises (MEDINA;
GARCIA-SASTRE, 2011; SMITH et al., 2009). O H1IN1pdm09 surgiu apds a ocorréncia de
rearranjo génico entre linhagens virais norte-americanas e eurasianas (GARTEN et al., 2009;
SMITH et al., 2009). Logo ap6s a emergencia do HIN1pdm09 em humanos, o virus foi
rapidamente transmitido para suinos, aumentando os casos de influenza em suinos em todo o
mundo, inclusive com a ocorréncia de surtos em paises que ainda ndo haviam relatado casos
clinicos da doenga (VINCENT et al., 2014). No Brasil, o primeiro surto de influenza causado
pelo virus HIN1pdmQ9 em suinos foi descrito em 2010 (SCHAEFER et al., 2011), mas o virus
ja estava presente em suinos desde 2009 (RAJAO et al., 2013a). Este surto aconteceu em um
rebanho localizado em Santa Catarina, onde o IAV acometeu suinos na fase de crescimento e
fémeas adultas. Os animais apresentaram febre, tosse e perda de apetite por um periodo em
torno de dez dias, porém ndo houve mortalidade (SCHAEFER et al., 2011).

O suino é considerado um hospedeiro importante na dinamica e epidemiologia da

infeccdo. Isto ocorre porque esta espécie pode ser infectada por 1AVs de diferentes espécies,
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como humana e aviaria, servindo como um hospedeiro intermediario para eventos de rearranjo
génico e adaptacdo de virus, os quais podem ter potencial pandémico para a popula¢do humana
(NELSON; VINCENT, 2015; RAJAO; VINCENT; PEREZ, 2019; SHORT et al., 2015;
SIMON et al., 2014). Ademais, estudos de Nelson e Vincent (2015) indicam que os eventos de
transmissdo do IAV de humanos para suinos sdo mais frequentes do que o inverso, sendo
considerada a maior zoonose reversa de doencas infecciosas com ocorréncia global
documentada até o momento. A frequéncia da transmissdo do 1AV de aves para suinos é bem
menor, quando comparada com a transmissao do IAV de humanos para suinos (Figura 2). Estes
eventos de transmissdo dos IAVs para os suinos contribuem para a diversidade dos virus que
circulam mundialmente na espécie suina (RAJAO; VINCENT; PEREZ, 2019).

Figura 2. Modelo da ecologia do virus influenza A.
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Legenda: A espessura da seta € proporcional a frequéncia de transmissao interespécies.
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Fonte: Adaptado de NELSON; VINCENT, 2015.

Apesar da ocorréncia de eventos de transmissdo viral interespéecies, os IAVs apresentam
uma restri¢do parcial em relacdo & gama de hospedeiros que infectam. Na maioria dos casos de
transmissdo interespécies, os virus dificilmente sdo mantidos com sucesso na nova espécie
hospedeira, permanecendo preferencialmente em seus hospedeiros originais, o que limita a
propagacao do virus em outras espécies (LANDOLT; OLSEN, 2007; WEBSTER et al., 1992).
Provavelmente, a capacidade de “quebrar” a barreira interespécies varia entre os subtipos virais,
e existem evidéncias de que os oito segmentos génicos sdo importantes na determinagdo da
especie hospedeira suscetivel (LANDOLT; OLSEN, 2007; NEUMANN; KAWAOKA, 2006).

Porém, varios estudos mostram que a proteina HA é um dos principais determinantes da
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especificidade dos 1AVs por ser responsavel pela ligacdo do virus ao receptor de &cido siélico.
Além disto, a existéncia de variagdes nos receptores de acido sialico também podem diferir
entre as espécies hospedeiras do IAV (ITO, 2000; MATROSOVICH et al., 2000; NICHOLLS
et al., 2008).

O virus influenza é considerado endémico nas populagcdes de suinos no Brasil, onde
surtos frequentes da doenga tem sido observados desde 2009 (CIACCI-ZANELLA et al., 2015;
NELSON et al., 2015b; RAJAO et al., 2013a; RECH et al., 2018; SCHAEFER et al., 2011). A
forma epidémica da doenca ocorre quando o 1AV ¢ introduzido pela primeira vez na granja,
podendo haver acometimento de até 100% dos animais, de diferentes faixas etarias. Uma vez
que a doenga torna-se estabelecida em um rebanho, a mesma ocorre na forma endémica,
comumente surgindo na fase de creche, quando ha diminuicdo da imunidade passiva (VAN
REETH; BROWN; OLSEN, 2012). Em situac6es de endemia, a influenza pode acometer suinos
durante todo o ano, embora a infecgdo ocorra com mais frequéncia nos periodos mais frios do
ano (final do outono e inverno). Contudo, as particulas virais podem permanecer suspensas no
ar de instalacdes de producdo de suinos por até 20 dias, facilitando a sua disseminacdo aérea
(NEIRA et al., 2016).

2.2.1 Distribuicdo geografica do virus influenza A em suinos

Os IAVs estdo distribuidos mundialmente em rebanhos suinos, porém os subtipos e
linhagens virais presentes em cada continente tem variacdo significativa (VAN REETH;
BROWN; OLSEN, 2012). As caracteristicas genéticas e antigénicas dos IAVs estdo
relacionadas com as regides geograficas. Desta forma, os virus isolados na Europa diferem dos
virus isolados na América do Norte, e estes, por sua vez, diferem dos virus isolados na Asia
(KUNTZ-SIMON; MADEC, 2009; VINCENT et al., 2014). Isto ocorre devido a introdugdes
virais independentes em suinos e manutencao de linhagens do virus influenza de origem aviéria,
humana e suina (BROWN, 2000). Nelson et al. (2015b) relataram que os IAVs detectados em
suinos no Brasil sdo geneticamente distintos dos virus que circulam em suinos em outros paises.
Situacdo similar foi encontrada através da analise genética dos IAVs detectados em suinos em
outros paises da América Latina, como a Argentina, Chile e Colémbia (BRAVO-VASQUEZ
etal., 2017; CAPPUCCIO et al., 2011; NELSON et al., 2015c; PEREDA et al., 2011).
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2.2.1.1 Virus influenza A na América do Norte

O primeiro isolamento do 1AV em suinos na América do Norte ocorreu em 1930
(SHOPE, 1931), mas a doenca em suinos ja era observada durante a ocorréncia da pandemia de
1918 em humanos. Posteriormente, confirmou-se que o virus isolado de suinos era 0 mesmo
que circulava em humanos em 1918 (SHOPE; FRANCIS, 1936). O virus HIN1 originario do
virus de 1918 tornou-se endémico em suinos, permanecendo relativamente estavel até o final
dos anos 90 (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012; VINCENT et al., 2014).
Subsequentemente, o virus HIN1 foi referido como virus HIN1 da linhagem cléassica (H1-a).
Em 1998, foi introduzido em suinos um virus do subtipo H3N2 contendo segmentos génicos
do virus H1N1 classico de suinos (M, NP e NS), do virus H3N2 humano sazonal (PB1, HA e
NA), e do virus de origem aviaria (PB2 e PA) (KARASIN et al., 2000; ZHOU et al., 1999). A
partir de entdo, como resultado do estabelecimento deste virus em suinos, a epidemiologia do
IAV em suinos mudou completamente (OLSEN et al., 2006; RICHT et al., 2003; WEBBY et
al., 2000). A partir da ocorréncia de eventos de rearranjo entre este virus triplo recombinante e
o virus HIN1 classico que ja circulava em suinos, surgiram novos clados genéticos dos subtipos
HIN1 e HIN2 (CHOIl et al., 2002; KARASIN et al., 2002; KARASIN; OLSEN; ANDERSON,
2000; WEBBY et al., 2004). Um novo padrao foi estabelecido na geracdo de novos virus, com
manutencdo dos genes internos (conhecido como triple-reassortant internal gene (TRIG)
cassete) e modificacdo dos segmentos HA e NA (VINCENT et al., 2008).

A partir de 2005 foram introduzidos em suinos virus HIN1 e H1N2 contendo 0s
segmentos HA e/ou NA originarios de virus da influenza humana sazonal, os quais ficaram
conhecidos como a linhagem delta (H1-6) (VINCENT et al., 2009). Estudos apontam que
houveram pelo menos duas introdugdes independentes de HAs da linhagem humana sazonal
circulante no inicio dos anos 2000, que € distinta do H1 classico, sendo os virus diferenciados
filogeneticamente em dois sub-clados, delta 1 (H1-61) e delta 2 (H1-52) (LORUSSO et al.,
2011). Em 2009, o virus HIN1pdmO09 emergiu em humanos, sendo posteriormente
reintroduzido em suinos no mundo todo. O virus HIN1pdmO09 contém os genes PB2 e PA de
origem aviaria norte-americana, gene PB1 do virus H3N2 humano, genes HA, NP e NS do virus
H1N1 suino classico, e os genes NA e M de origem aviaria da Eurésia (SMITH et al., 2009)
(Figura 3). Logo apos a emergencia do virus HIN1pdm09 em suinos, este sofreu rearranjo
génico com outros virus influenza que ja circulavam em suinos aumentando a diversidade
genética dos virus encontrados em suinos (DUCATEZ et al., 2011; KITIKOON et al., 2012).

Em 2010, um novo 1AV com segmento H3 foi transmitido de humanos para suinos, resultando
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no estabelecimento de uma nova linhagem viral em suinos, H3 human-like (RAJAO et al.,
2015).

Figura 3. Origem do virus influenza HIN1 pandémico de 2009.
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Fonte: Adaptado de VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012.
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Devido aos processos de antigenic drift e shift, e subsequente diversidade genética e
antigénica dos virus norte-americanos circulantes em suinos, o segmento HA foi dividido em
diferentes clados genéticos: cinco clados da linhagem H1 suina classica (H1-a, H1-B, HI-y1,
H1-y2, ¢ HIN1pdmO09) (Figura 4.b), dois clados da linhagem delta (H1-61 e H1-562) (Figura
4.a), seis clados da linhagem H3 da década de 1990 (IV-A, IV-B, IV-C, IV-D, IV-E e IV-F), e
um clado da linhagem H3 do ano de 2010 (H3 human-like) (WALIA; ANDERSON;
VINCENT, 2018).

Figura 4. Filogenia do gene H1 dos virus influenza norte-americanos circulantes em suinos.
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Fonte: RAJAO et al., 2018.

2.2.1.2 Virus influenza A na Europa

Na Europa, o virus HIN1 o circulou em suinos até 1979 quando foi substituido por um
virus de origem aviaria (HIN1 avian-like), o qual se tornou endémico em rebanhos suinos
(BROWN, 2013; VINCENT et al., 2014). Ja os virus H3N2 europeus tem como origem o virus
causador da pandemia em humanos ocorrida em Hong Kong em 1968, sendo divergente dos
IAVs H3N2 contemporaneos norte-americanos (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012;
VINCENT et al., 2014). Ainda, os IAVs detectados em suinos na Europa evoluiram através de

reassortment com o H1N1 avian-like, dando origem a virus H3N2 contendo as glicoproteinas
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HA e NA derivadas do virus H3N2 human-like, e os genes internos derivados do H1N1 avian-
like (CAMPITELLI et al., 1997; CASTRUCCI et al., 1993; DE JONG et al., 1999).

Na década de 1990, o virus H1N2 estabeleceu-se em rebanhos suinos na Europa. Este
virus manteve o genétipo do IAV H3N2, porém adquiriu o segmento H1 de virus da linhagem
humana da década de 1980 (MAROZIN et al., 2002; SCHRADER; SUSS, 2003). Atualmente,
0s IAVs H1IN1 avian-like, HIN2 human-like e H3N2 human-like continuam circulando nas
populacdes de suinos da Europa (KYRIAKIS et al., 2011; SIMON et al., 2014), juntamente
com o H1N1pdmO09, possibilitando a ocorréncia de rearranjo génico entre os diferentes virus
(VINCENT et al., 2014; ZHANG; GAUGER; HARMON, 2016).

2.2.1.3 Virus influenza A na Asia

Na Asia, 0os IAVs encontrados em suinos tem como origem virus que circulam na
Europa e na América do Norte. A introducdo em suinos da linhagem H1N1 o, bem como varias
introducdes de virus de origem aviéria e humana, resultaram em linhagens virais geneticamente
distintas que cocirculam em populagcbes de suinos asiaticos (VINCENT; LAGER,;
ANDERSON, 2014). Desde a década de 1970, virus H3N2 tém sido transmitidos de humanos
para suinos frequentemente neste continente. Além disto, ha cocirculacdo de variantes
origindrias do virus da pandemia de Hong Kong/1968 e de virus H3N2 humano
contemporaneos (NEROME et al., 1995; PEIRIS et al., 2001; YU et al., 2007, 2008).

Atualmente, sdo detectados em rebanhos suinos asiaticos IAVs das linhagens HIN1 a,
HIN1 avian-like europeu, H1NZ2 norte-americano, e recombinantes do H3N2 que se
assemelham as linhagens europeias ou norte-americanas (GUAN et al., 1996; QI; PANG; LU,
2009; TAKEMAE et al., 2008; YU et al., 2008, 2009). Contudo, outros virus emergiram
localmente, aumentando a diversidade genética dos virus circulantes na Asia, resultando na
deteccdo de novos IAVs (LU etal., 2010; SONG et al., 2016; SUN et al., 2009; XU et al., 2011).
Como ocorrido em varios continentes, o virus HIN1pdmQ9 foi introduzido em suinos asiaticos,
e sofreu rearranjo com 1AVs endémicos em suinos (KITIKOON et al., 2011; MATSUU et al.,
2012; VIJAYKRISHNA et al., 2010).
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2.2.1.4 Virus influenza A na Africa

A Africa apresenta uma populagdo de suinos relativamente pequena, quando comparada
com outros continentes. Ainda, a densidade populacional é dispersa, contribuindo para a
incidéncia relativamente baixa de influenza relatada em suinos na Africa (VINCENT et al.,
2014). Em 2008, na Nigéria foi detectada uma alta soroprevaléncia de virus HIN1 e H3N2 de
origem humana em suinos (ADEOLA; ADENWI, 2010; ADEOLA; ADENIJI; OLUGASA,
2010), sendo os virus também isolados (ADEOLA; ADENIJI; OLUGASA, 2009). No entanto,
observou-se uma baixa soroprevaléncia de IAVs em suinos na Costa do Marfim, Benin e Togo
no periodo entre 2008 e 2010 (COUACY-HYMANN et al., 2012). Em Camardes, no ano de
2010, foi relatada a presenca de IAV em suinos, sendo isolado 0 HIN1pdm09 (NJABO et al.,
2012). Entre 2009 e 2012, Snoeck et al. (2015) observaram em suinos da Nigéria e Camardes
altos titulos de anticorpos contra o virus HIN1pdm09. Em Togo, o virus HIN1pdmOQ9 foi
isolado de suinos em 2013 (DUCATEZ; AWOUME; WEBBY, 2015). Em 2014, na Nigéria e
Gana, foi detectado em suinos o virus H3N2 (ADEOLA; OLUGASA; EMIKPE, 2016) e
H1IN1pdm09 (ADEOLA; OLUGASA; EMIKPE, 2015). Ainda, em Mocambique, Laisse et al.
(2018) registraram infeccdo pelo IAV em suinos, quando analisadas amostras de pulmdes
colhidas durante o abate no periodo de 2014 a 2016.

2.2.1.5 Virus influenza A na América do Sul

Existem poucos registros disponiveis sobre a circulagdo do IAV em rebanhos suinos de
alguns paises da América do Sul. Entretanto, os relatos de infeccdo de suinos pelo 1AV
aumentaram a partir de 2009, coincidindo com a pandemia de influenza em humanos iniciada
neste ano (VINCENT et al., 2014). Na Colémbia, no ano de 2008 foram isolados virus HIN1
0, € nos anos de 2009 e 2010 foi isolado o virus HIN1pdm09 (JIMENEZ et al., 2014;
RAMIREZ-NIETO et al., 2012). No Chile, em 2012 foram identificados o virus HIN1pdmQ9,
juntamente com os virus influenza de origem humana H1IN1, HIN2 e H3N2 (NELSON et al.,
2015c¢). Em 2014, foi isolado de suinos no Chile um virus HIN2 contendo os segmentos
internos do virus HIN1pdmO09 e os genes HA e NA de um virus que circulou em humanos na
década de 1990 (BRAVO-VASQUEZ et al., 2016, 2017). No Peru, no periodo entre 2009 e
2011 foi detectado o virus HIN1pdmO09 em suinos de criagdo extensiva/subsisténcia (TINOCO
etal., 2016).
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Na Argentina, em 2008, foi isolado de suinos um virus H3N2 que apresentava uma alta
similaridade com virus H3N2 que circulou em humanos entre os anos 2000 e 2003. Estudos
realizados mostraram que o virus era bem adaptado a suinos e que poderia tornar-se endémico
em rebanhos suinos no pais (CAPPUCCIO et al., 2011). Os IAVs presentes em suinos na
Argentina surgiram como consequéncia de eventos independentes de transmissdo viral de
humanos para suinos, sendo distintos dos IAVs circulantes na América do Norte. O virus
H1N1pdmO09 foi isolado de suinos em 2009 por Pereda et al. (2010). Entre 2009 e 2010 foi
reportada a ocorréncia de dois IAVSs com genomas compostos por segmentos internos do virus
H1N1pdmQ9, pelo gene HA do virus H1 human-like da linhagem 82 norte-americana e gene
NA similar ao N1 human-like e ao N2 human-like (PEREDA et al., 2011). Além disto, um virus
do subtipo H3N2 foi isolado de suinos em 2011, o qual contém os genes internos derivados do
virus HIN1pdmO09 e os genes HA e NA do virus H3N2 detectado em 2008 (VINCENT et al.,
2014).

No Brasil, o primeiro isolamento do virus influenza de suinos ocorreu em 1974, e este
virus era relacionado com a linhagem H1NL1 classica norte-americana (CUNHA; VINHA;
PASSOS, 1978). Apbs esta primeira deteccdo, os trabalhos subsequentes realizados
identificaram a presenca de anticorpos contra os virus influenza em suinos. Brentano et al.
(2002) relataram a presenca de anticorpos contra os subtipos H1IN1 classico e H3N2 em
amostras de soros colhidas em rebanhos suinos no periodo de 1996 a 1999 em nove estados
brasileiros. Mancini et al. (2006) também detectaram a presenca de anticorpos contra 0s
subtipos HIN1 classico e H3N2 em suinos do estado de Sdo Paulo. Caron et al. (2010)
analisaram soros de suinos do estado do Parana e observaram a presenca de anticorpos contra
0 subtipo H3N2. No inicio do ano de 2009, anteriormente & ocorréncia da pandemia em
humanos, foi identificada a presenca de anticorpos contra os subtipos HIN1 suino classico,
HIN1 human-like e H3N2 triple-reassortant norte-americano em amostras de soros de suinos
do estado de Minas Gerais (RAJAO et al., 2013b). Posteriormente, mas ainda em 2009, foram
relatados em varios estados brasileiros surtos de infecgéo respiratoria aguda em suinos nas quais
foi identificado o virus HIN1pdmO09 em amostras de secrecdo nasal e tecido pulmonar colhidas
de suinos (RAJAO et al., 2013a; SCHAEFER et al., 2011). A analise de soros suinos colhidos
entre 2006 e 2010, por meio do teste de inibicdo da hemaglutinacdo (HI), mostrou que
anticorpos contra o virus HIN1pdm09 ndo estavam presentes em suinos antes de 2009
(ZANELLA et al., 2011). Em 2011, Ciacci-Zanella et al. (2015) avaliaram amostras de soro e
secrecdo nasal de suinos de 48 granjas comerciais localizadas em sete estados brasileiros, e



28

detectaram a presenca de anticorpos contra 0s virus HIN1pdm09, HIN2 e H3N2 em 24 granjas,
bem como detectaram a presenga de anticorpos contra mais de um subtipo viral em sete granjas.

Como observado em outros paises, apés a introducao do virus HIN1pdmQ9 em suinos
houve um aumento da diversidade genética dos IAVs detectados no Brasil. A partir deste ano,
foram isolados pela primeira vez virus dos subtipos HIN2 (SCHAEFER et al., 2015) e H3N2
(CIACCI-ZANELLA et al., 2015), contendo os segmentos internos do virus HIN1pdmO09 e os
genes HA e NA derivados de virus da influenza humana sazonal que circulou em humanos
durante o inicio dos anos 2000 e final da década de 90, respectivamente (NELSON et al.,
2015b). Em Minas Gerais, foram identificados em suinos anticorpos para os virus HIN1pdmQ9
e H3N2 (DIAS et al., 2015). Em rebanhos suinos localizados no estado do Rio Grande do Sul
foram detectados os virus HIN1pdmQ9 e HIN2 (SCHMIDT et al., 2016). Estudos posteriores
realizados por Rech et al. (2018), na anélise de amostras de pulmé&o de suinos colhidas entre os
anos de 2009 e 2015, e recebidas para diagndstico laboratorial, mostraram que o virus
H1N1pdmO9 foi o mais detectado, seguido pelos subtipos HIN2 e H3N2. O IAV também tem
sido detectado em populacGes de javalis criados em cativeiro, onde um virus do subtipo HIN2,
bastante similar ao encontrado em suinos de granjas comerciais, foi identificado (BIONDO et
al., 2014).

2.3 Patogenia, sinais clinicos e lesdes histoldgicas

O IAV é um dos principais patdgenos causadores de doenca respiratéria aguda em
suinos (VINCENT; LAGER; ANDERSON, 2014). A infeccdo é caracterizada por apresentar
alta morbidade (até 100%) e baixa mortalidade (geralmente menos de 1%) (VAN REETH,;
BROWN; OLSEN, 2012; VINCENT; LAGER; ANDERSON, 2014). A elevada morbidade nos
rebanhos afetados pode ocasionar a perda de produtividade devido a reducdo na ingestdo de
racdo, e consequentemente, reducdo do ganho de peso (SCHMIDT et al., 2016). Além disto, as
infeccdes bacterianas secundarias intercorrentes fazem com que haja aumento de custos com o
uso de antimicrobianos. Assim, a doenga em suinos ocasiona uma perda econdmica
significativa na suinocultura do mundo inteiro (RAJAO et al., 2014).

A principal via de transmisséo viral é através do contato direto entre os suinos, por meio
das secrecOes nasofaringeas de animais infectados pelo virus. A transmissdo do virus por
aerossois eliminados durante a tosse e espirros, bem como por meio de fomites e pela introdugéo

de animais infectados pelo virus no rebanho também sédo relatados (ROMAGOSA et al., 2011,
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TORREMORELL et al., 2012). A infeccdo viral é limitada as células epiteliais do trato
respiratorio superior e inferior, podendo haver replicacdo viral na mucosa nasal, tonsilas,
traqueia, linfonodos traqueobronquiais e pulmdes, e raramente é detectada viremia (RAJAO et
al., 2014; VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012). A excrecdo do virus ocorre durante a fase
aguda da doenga (cinco a sete dias pds-infecgdo), quando ocorre eliminacdo de altas
concentragfes de virus nas secre¢Bes respiratorias dos suinos (JANKE, 2013). Na forma
epidémica, a doenca aparece de forma abrupta, acometendo todo ou grande parte do rebanho
apos um periodo de incubacgdo de um a trés dias, com os sinais clinicos regredindo de forma
rapida entre cinco e sete dias pds-infecgdo, desde que ndo ocorram infecgcdes bacterianas
secundarias (RAJAO etal., 2014; VINCENT; LAGER; ANDERSON, 2014).

Os sinais clinicos frequentemente observados em suinos infectados pelo 1AV sédo
semelhantes aos observados em humanos, como hipertermia, prostracdo, anorexia, dispneia,
taquipneia, hesitacdo em movimentar-se e tosse (LANGE et al., 2009; VINCENT et al., 2010;
VINCENT; LAGER; ANDERSON, 2014). Também podem ocorrer infeccBes subclinicas,
caracterizadas pela auséncia de doenca respiratéria significativa. Geralmente infeccdes restritas
ao trato respiratorio superior resultam em infeccdo subclinica ou com sinais clinicos brandos,
quando comparado com infec¢des do trato respiratorio inferior (VAN REETH; BROWN,;
OLSEN, 2012).

Os sinais clinicos observados para os subtipos HIN1, HIN2 e H3N2 sdo semelhantes,
ndo sendo observados em estudos experimentais diferencas na patogenicidade ou viruléncia
entre os subtipos (LANDOLT et al., 2003; RICHT et al., 2003; SRETA et al., 2009; VINCENT
et al., 2006, 2009). Entretanto, fatores como idade do animal, condigdo imunolégica, pressdo
de infeccdo, condi¢des climaticas, manejo e infeccdes concomitantes também determinam a
gravidade da doenca (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012). Usualmente, o IAV ¢
encontrado associado a outros patdgenos, e infec¢bes secundarias causadas pelo Actinobacillus
pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus
parasuis, Streptococcus suis tipo 2, circovirus suino tipo 2, virus da sindrome reprodutiva e
respiratdria do suino e coronavirus respiratorio suino podem aumentar a severidade da infecgdo
juntamente com o IAV (BROCKMEIER; HALBUR; THACKER, 2002; JUNG; HA; CHAE,
2005; THACKER; THACKER; JANKE, 2001).

Comumente, as lesdes macroscopicas encontradas em pulmdes de suinos infectados
pelo 1AV sdo lesdes bem demarcadas de consolidagdo pulmonar, caracterizadas por coloragéo
vermelho-purpura nos lobos cranioventrais. A porcentagem do tecido pulmonar com

consolidacdo varia, podendo o pulmao ser afetado em mais de 50%. Também em varios casos
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de infeccdo aguda severa pode-se observar congestdo das mucosas, vias aéreas preenchidas por
exsudato fibrinoso, edema pulmonar, bem como linfonodos brénquicos e mediastinicos
aumentados (GAUGER et al., 2012; JANKE, 2014; KHATRI et al., 2010; LOPEZ, 2007; VAN
REETH; BROWN; OLSEN, 2012). As lesdes ocasionadas pelo IAV podem ser observadas até
duas semanas apo6s a infeccdo, desaparecendo apdés trés semanas (JANKE, 2000). Devido as
infeccBes intercorrentes, especialmente bacterianas, as lesdes podem ser aumentadas ou até
mesmo ocultadas (VAN REETH; BROWN; OLSEN, 2012). Microscopicamente, as lesdes
consistem de bronquite e bronquiolite necrosante, infiltrado linfocitico peribronquiolar leve,
pneumonia broncointersticial, necrose multifocal e acimulo de células inflamatorias,
principalmente neutréfilos e células epiteliais descamadas no Iumen, podendo levar a
bronquiolite obliterante (GAUGER et al., 2012; KHATRI et al., 2010; LOPEZ, 2007; VAN
REETH; BROWN; OLSEN, 2012; VINCENT et al., 2010; WATANABE et al., 2012).

2.4 Imunidade

Geralmente, o sistema imune responde rapidamente a infecgdes pelo 1AV, com a
eliminacdo do virus do trato respiratério em até uma semana apés a infec¢do. Os anticorpos
produzidos contra o IAV podem ser detectados a partir de sete a dez dias pés-infeccao, havendo
um pico em torno de duas a trés semanas, mantendo titulos elevados durante varias semanas e
iniciando o declinio cerca de oito a dez semanas pés-infeccdo (LARSEN et al., 2000; VAN
REETH; LABARQUE; PENSAERT, 2006). Os anticorpos maternos para o 1AV protegem 0s
leitbes no periodo inicial de vida contra virus antigenicamente relacionados, porém 0s mesmos
também interferem no desenvolvimento da resposta imune ativa a vacinagdo ou infeccdo
(KITIKOON et al., 2006). Em suinos recém-nascidos, os niveis de anticorpos maternos séo
dependentes da concentragdo inicial de anticorpos da fémea, e declinam no soro de leitdes até
a sexta semana de vida em rebanhos ndo vacinados (JANKE, 2000). A imunidade passiva
adquirida através do colostro pode reduzir a doenca clinica nos leitbes, mas nao impede a
infeccdo e a excregdo viral. Além disto, a imunidade adquirida é contra virus homologo
(ALLERSON et al., 2013).
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2.5 Diagnostico

Diferentes métodos de diagndstico de influenza em suinos tém sido utilizados pelos
laboratdrios. Entretanto, nos Gltimos anos o diagnostico tornou-se mais complexo devido a
grande diversidade genética e rapida evolucao dos IAVs cocirculantes em suinos (DETMER et
al., 2013). O sucesso da deteccdo do IAV em suinos depende de alguns fatores, como escolha
do animal para a amostragem, a correta colheita das amostras, armazenamento adequado e
envio rapido ao laboratorio de diagnostico de escolha (SCHAEFER et al., 2013). Os métodos
de diagnostico podem ser aplicados para a detec¢do do agente, antigeno ou &cido nucleico viral;
ou para identificacdo de anticorpos especificos contra o virus, ou seja, detectam a resposta do
hospedeiro a infeccdo (DETMER et al., 2013). Para a deteccdo de IAV pode-se colher tecido
pulmonar, traqueia, secrecdo nasal, e ainda, fluido oral, obtidos preferencialmente de suinos
durante a fase aguda da infeccdo. As amostras para o diagndstico virolégico devem ser
armazenadas a 4°C até o envio ao laboratorio e posteriormente mantidas a -80°C; e as amostras
para o diagnostico histopatoldgico e imuno-histoquimico devem ser acondicionadas em
formalina tamponada a 10% e mantidas em temperatura ambiente (23°C). Para a deteccdo de
anticorpos sdo utilizadas amostras de soro, que devem ser armazenadas a 4°C até o envio ao
laboratério e posteriormente mantidas a -20°C (CULHANE; DETMER, 2014).

Para a deteccdo de anticorpos em soros de suinos podem ser utilizados os ensaios de
inibicdo da hemaglutinacdo (HI) (KITIKOON; GAUGER; VINCENT, 2014),
soroneutralizacdo (SN) (GAUGER; VINCENT, 2014; KITIKOON; VINCENT, 2014) e ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (CIACCI-ZANELLA et al., 2010; GAUGER;
LOVING; VINCENT, 2014). Os métodos soroldgicos utilizados para a detec¢do de anticorpos
contra o IAV indicam contato prévio com o agente, mas ndo indicam infec¢do. Além disto, a
implementacdo da vacinagdo contra o IAV em muitos rebanhos dificulta a interpretacdo dos
resultados soroldgicos, uma vez que os mesmos ndo diferenciam anticorpos induzidos pela
vacinacao dos anticorpos produzidos apos infec¢do natural (GAUGER; LOVING; VINCENT,
2014; JANKE, 2014).

A anélise histopatologica é realizada para a identificacdo de lesGes microscopicas
caracteristicas de infeccdo pelo 1AV nos pulmfes de suinos afetados, porém ndo sao
confirmatorias. Assim, os tecidos fixados devem ser analisados pela técnica de imuno-
histoquimica (IHQ) para deteccdo do antigeno viral associado as lesGes histologicas
observadas, com a utilizacdo de anticorpos especificos marcados com corantes ou enzimas
(PANTIN-JACKWOOD, 2014).
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Comumente, a detec¢do do antigeno € realizada a partir do isolamento viral em ovos
embrionados de galinhas SPF (Specific Pathogen Free) e/ou em cultivo celular, principalmente
com o uso da linhagem de células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney), seguido do teste de
hemaglutinacdo (HA). Para confirmar o isolamento viral é realizado o teste de
imunocitoquimica (ICQ), imunofluorescéncia (FA) direta ou RT-PCR/RT-gPCR (ZHANG;
GAUGER, 2014). O isolamento viral é considerado o0 método “padrao-ouro” no diagndstico de
influenza, e a partir da sua propagacéo é possivel realizar estudos de caracterizacdo genética e
antigénica, patogenia e producdo de antigenos vacinais. Embora o isolamento viral seja
tradicionalmente utilizado no diagnostico, esta técnica é bastante laboriosa (resultado obtido
em uma ou duas semanas) e apresenta limitagcdes, uma vez que depende da viabilidade viral
(JANKE, 2000). Isto pode comprometer o diagnostico da doenca, levando a deteccdo de
amostras falso-negativas, se 0 mesmo for baseado apenas no isolamento viral (RICHT et al.,
2004).

No diagndstico virolégico também s&o utilizadas técnicas moleculares que detectam o
RNA viral, como RT-PCR e RT-qPCR. Comparadas a outros métodos, as técnicas moleculares
sdo menos afetadas pela qualidade da amostra, e sdo mais sensiveis e especificas, permitindo a
deteccdo de acido nucleico viral mesmo em amostras com baixa carga viral (GUNSON;
COLLINS; CARMAN, 2006). Também sdo testes mais rapidos, usados para diagnosticar um
grande nimero de amostras (tanto isolados virais como amostras clinicas) em um curto periodo
de tempo (DETMER et al., 2013; ZHANG; GAUGER; HARMON, 2016). Além disto, 0 uso
de RT-qPCR possibilita a quantificacdo da carga viral presente nas amostras bioldgicas. Os
ensaios de RT-PCR e RT-gPCR sdo amplamente utilizados pelos laboratérios de diagndstico
para detec¢do do gene M do IAV, devido ao alto nivel de conservacao deste gene. No entanto,
0s ensaios baseados no gene M identificam apenas o tipo viral e ndo o subtipo, a ndo ser que
sejam utilizados iniciadores especificos para deteccdo de outros segmentos génicos (DETMER
etal., 2013; ZHANG; GAUGER; HARMON, 2016; ZHANG; HARMON, 2014). O uso de RT-
PCR e RT-gPCR para subtipagem do 1AV, com pares de iniciadores e sondas especificas para
0s genes HA e NA permite a distingdo dos subtipos do IAV circulantes em suinos, além de
possibilitar a deteccdo de infecgdes mistas em um Unico animal (DETMER et al., 2013; RICHT
et al., 2004). Contudo, a alta taxa de mutacdo observada nos segmentos HA e NA (VAN
REETH; BROWN; OLSEN, 2012) evidencia a necessidade de uma atualizacéo periddica dos
pares de iniciadores e sondas empregadas nas técnicas de RT-PCR e RT-gPCR, a fim de
detectar novos virus emergentes (DETMER et al., 2013; ZHANG; HARMON, 2014). Devido

as diferencas genéticas observadas em virus que circulam em diferentes regides geogréficas, a
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OIE/FAO Network of expertise on animal influenza (OFFLU) definiu como uma das
prioridades na pesquisa do virus da influenza em suinos o desenvolvimento de técnicas
moleculares com pares de iniciadores especificos para 0s principais subtipos virais circulantes
em determinada regido geografica (OFFLU STEERING COMMITTEE, 2011, 2014).

Uma alternativa tradicionalmente utilizada para determinar o subtipo do IAV em
isolados virais € a associagdo dos testes de Hl e inibicdo da neuraminidase (NI), porém, ambas
as técnicas sdo laboriosas e requerem um amplo painel de antigenos e antissoros de referéncia
padronizados para todos os genes HA e NA antigenicamente distintos circulantes em suinos
(PEDERSEN, 2014a, 2014b). Uma outra alternativa para a identificacdo do subtipo viral € a
realizacdo do sequenciamento genémico, porém esta técnica apresenta um alto custo, é mais
laboriosa e nem sempre é disponibilizada em laboratoérios de diagnéstico (CHAN et al., 2006;
HOFFMANN et al., 2001). Desta forma, RT-PCR e RT-gPCR apresentam vantagens para a
répida determinagdo do subtipo viral, sendo ensaios menos laboriosos e com menor custo

qguando comparados ao sequenciamento gendmico.

2.6 Medidas de prevencéao e controle

Entre as principais medidas de controle recomendadas para a prevenc¢do da introducéao
do 1AV em rebanhos suinos, destacam-se: a manutencdo dos procedimentos sanitarios basicos
de biosseguridade de rebanhos, como por exemplo, manter os animais em local limpo e seco,
observar as boas praticas de produ¢do, como boa higiene, ventilacdo das instalac6es, limpeza e
desinfeccdo das instalacBes entre lotes e implementacdo de vazio sanitario, monitorar 0s
animais novos que entram no rebanho, evitar transportar 0s suinos durante a fase aguda da
infecgdo, evitar o contato dos suinos com outras espécies animais e vacinar anualmente contra
o virus influenza todas as pessoas que entram em contato com 0s suinos. Caso 0 virus seja
introduzido no rebanho, e na ocorréncia de doenga clinica mais severa, pode ser indicado 0 uso
de antitérmicos, expectorantes e antimicrobianos para combater infecgdes bacterianas
secundérias (SCHAEFER et al., 2013; TORREMORELL et al., 2009, 2012; WHITE;
TORREMORELL; CRAFT, 2017).

Quando os suinos apresentam sinais clinicos respiratérios caracteristicos do IAV é
necessario realizar o diagnéstico para confirmacdo da presenca do agente viral. Em casos de
infeccdo pelo virus torna-se importante identificar qual o subtipo circulante no rebanho

(JANKE, 2014). O diagnostico rapido do IAV em suinos possibilita aos responsaveis pela
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sanidade dos rebanhos monitorar a doenca e implementar medidas eficientes de manejo e
controle da infecgdo (WHITE; TORREMORELL; CRAFT, 2017). Além disto, a utilizacdo de
um método rapido para identificacdo do subtipo do IAV em suinos também é importante para
obter informacdes sobre a prevaléncia dos subtipos circulantes nos rebanhos e para a monitoria
de programas vacinais (RICHT et al., 2004). Ademais, a troca de informacGes entre a
agroindustria e os Orgdos de saude publica é fundamental para a realizacdo da vigilancia
epidemioldgica mais completa em suinos (VINCENT et al., 2014).

A utilizacdo da vacina para o 1AV tem sido uma das medidas profilaticas adotadas em
rebanhos suinos em varios paises. As vacinas mais utilizadas contra o IAV sdo as inativadas e
as autogenas. As vacinas contendo virus inativado conferem prote¢do contra virus homélogo,
porém quando os suinos sdo desafiados com virus heterélogo (com composicdo antigénica
distinta do virus vacinal), a protecdo induzida pela vacina ndo é suficiente para neutralizar o
virus heterologo, e pode haver intensificagdo dos sinais clinicos da doenga, induzindo o
fendbmeno conhecido como doenca respiratoria exacerbada associada a vacinacdo (VAERD;
vaccine-associated enhanced respiratory disease) (GAUGER etal., 2011; RAJAO et al., 2014),
que é caracterizada por pneumonia broncointersticial severa com bronquiolite necrotica e
hiperplasia (GAUGER et al., 2011, 2012). As vacinas contendo virus atenuado sdo uma
alternativa ao uso de vacinas de virus inativado, apresentando uma imunidade cruzada mais
ampla (SANDBULTE et al., 2014; VINCENT et al., 2012). Todavia, a presenca de anticorpos
maternos no momento da vacinacdo pode interferir negativamente na eficacia da vacina
(KITIKOON et al., 2006). Além disto, o sucesso da vacinacdo para o IAV também pode ser
prejudicado pela rapida evolucgdo viral e aumento da diversidade do virus, trazendo desafios
para o desenvolvimento de vacinas que induzam protecao cruzada para todas as variantes virais
circulantes (RAJAO et al., 2014).

A vacinagdo para o IAV é rotineiramente realizada pelos produtores de suinos na
América do Norte e Europa (MA; RICHT, 2010; RAJAO et al., 2013c). Entretanto, a vacinagio
ndo é uma pratica de rotina nas granjas brasileiras. Desde junho de 2014 existe uma vacina
comercial para o IAV disponivel no Brasil, produzida a partir de uma amostra do virus influenza
H1N1pdmO09. Desde 2017, vacinas autdgenas, produzidas a partir de isolados virais do préprio
rebanho tém sido utilizadas no Brasil, na qual o virus é isolado, inativado e acrescido de
adjuvante. As vacinas autogenas sao personalizadas para cada granja, usando os seus isolados
recentes em um processo mais agil de producéo e fornecendo protegdo contra virus homologo
(MAPA, 2018).
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Em suinos, a circulagcdo de virus influenza dos subtipos H1N1, HIN2 e H3N2,
geneticamente distintos, representam novos desafios para o desenvolvimento de vacinas
eficazes que induzam protecdo cruzada contra os diferentes subtipos virais, reforcando a
necessidade da constante vigilancia dos virus que circulam em suinos (NELSON et al., 2015b;
RAJAO; PEREZ, 2018). Somado a isto, 0 monitoramento de surtos de infecgdo respiratoria
aguda em suinos, associado com a caracterizacdo genética e antigénica do AV sdo necessarios
para 0 acompanhamento da evolucéo do virus nos rebanhos, auxiliando no desenvolvimento de
técnicas de diagnostico e de vacinas eficazes (RAJAO et al., 2013c; VINCENT et al., 2014). A
grande diversidade genética encontrada em suinos, circulagdo de novas variantes, além da
possibilidade da introducdo de virus suinos em humanos, demonstram a importancia do
monitoramento e da vigilancia da circulacdo viral em rebanhos suinos, tanto para a saude
humana como para a saude animal, especialmente em paises com alta producéo de suinos como
0 Brasil (SCHMIDT et al., 2016).
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Highlights

« A multiplex RT-gPCR with TagMan probes was developed for IAV subtyping.

« LODs ranged from 5.09 x 10* to 5.09 x 10° copies/pL.

« The IAV subtype was determined in 74.0% (62.9-82.7, Cl 95%) of the clinical samples.
« The most frequently detected subtype was H3N2, followed by HIN1 and HIN2.

- Different IAV lineages, mixed infections and reassortant viruses were detected.

Abstract

Pandemic HIN1, human-like HIN2 and H3N2 influenza A (1AV) viruses are co-circulating in
swine herds in Brazil. The genetic analysis of the Brazilian 1AVs has shown that they are
genetically distinct from viruses found in swine in other countries; therefore, an update of the
diagnostic assays for IAV detection and subtyping is needed. This study describes the
development and validation of a TagMan based — one-step multiplex RT-qPCR to discriminate
the hemagglutinin and neuraminidase genes of the three major 1AV subtypes circulating in pigs
in Brazil. The RT-gPCR assays presented 100% (95.7-100, CI 95%) of diagnostic sensitivity
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in the analysis of 85 IAVs, previously characterized by sequencing. The limits of detection
ranged from 5.09 x 10* to 5.09 x 10° viral RNA copies/uL. For the analytical specificity, 73 pig
samples collected during 2017 and 2018 were analyzed, resulting in the identification of the
subtype in 74.0% (62.9-82.7, C1 95%) of samples. From these, 46.3% were H3N2, 33.3% were
HIN1, 11.1% were HIN2 and 3.7% were HXN1. Mixed viral infections (3.7%) and reassortant
viruses (1.9%) were also detected by the test. This multiplex RT-gPCR assay provides a fast
and specific diagnostic tool for identification of different subtypes and lineages of IAV in pigs,

contributing to the monitoring of influenza in swine.

Keywords: Influenza A virus, Swine, Subtyping, Multiplex RT-gPCR, Rapid diagnosis.

3.1 Introduction

Influenza A virus (IAV) causes an acute respiratory disease in swine, leading to
significant economic losses for swine producers worldwide (Zhang et al., 2016). IAV belongs
to the Orthomyxoviridae family and is characterized by a segmented genome consisting of eight
single-stranded RNA molecules with negative polarity (Kawaoka and Neumann, 2012). The
surface glycoproteins hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA), are the most immunogenic
virus proteins, and determination of the viral subtype is based on the antigenic properties of
these two proteins (Nelson and Vincent, 2015). Although 16 antigenically different HAs and
nine different NAs are described in the reservoir species (aquatic wild birds and shore birds),
IAV subtypes detected in pigs are more restricted (Liu et al., 2009; Medina and Garcia-Sastre,
2011; Neumann and Kawaoka, 2015).

Swine are considered candidates for the generation of pandemic 1AVs because they are
susceptible to infection with both human and avian 1AVs, and allow the occurrence of
reassortment events during co-infection of the host cell (Ito et al., 1998; Ma et al., 2009). The
accumulation of mutations (antigenic drift), in addition to genomic reassortment (antigenic
shift) on the virus genome increases influenza virus diversity over time (Medina and Garcia-
Sastre, 2011), leading to difficulties in the laboratory diagnosis, with further need for updates
of the molecular-based diagnostic tests and vaccines for the novel circulating IAVs.

Various diagnostic methods have been used to detect IAV in pigs (Janke, 2014). Virus
isolation (V1) in embryonated chicken eggs or on Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells
are considered the gold standard for the diagnosis of 1AV infection (Zhang and Gauger, 2014).
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Additionally, the antigenic characterization of the isolated viruses can be performed by using
the hemagglutination inhibition test (HI) (Kitikoon et al., 2014). Genomic sequencing is also
employed and does provide more complete information on the origin of the virus, but its use is
generally limited for economic reasons and is mostly restricted to research purposes. Although
VI and HI tests are considered gold standards for IAV diagnosis, these techniques are time-
consuming and labor-intensive. In contrast, molecular techniques, such as RT-gPCR, are fast,
sensitive and specific for detection and characterization of IAVs (Zhang et al., 2016).

Influenza A viruses HIN1, HIN2 and H3N2 are the three major subtypes circulating in
the swine populations around the world (Lewis et al., 2016; Nelson et al., 2015b). Although
virus subtypes circulating in swine in different countries are similar, they are genetically and
antigenically distinct (Kuntz-Simon and Madec, 2009; Vincent et al., 2014). Recently, Nelson
et al. (2015a) have shown that influenza viruses isolated from swine in Brazil are genetically
distinct from IAVs circulating in swine in other countries. Consequently, the development of
diagnostic assays, able to identify locally adapted IAV strains, is important for the monitoring
and control of influenza in swine. Additionally, one of the OIE/FAO Network of expertise on
animal influenza (OFFLU) research priorities on influenza in swine is the development of
molecular diagnostic tests using more specific primers for the identification of the major virus
lineages (OFFLU Steering Committee, 2014, 2011).

The aim of this study was to develop and validate a one-step multiplex RT-gPCR assay
for the rapid identification of different subtypes and lineages of 1AVs circulating in swine in

Brazil, therefore contributing to the surveillance of 1AV in pigs.

3.2 Material and methods

3.2.1 Primers and probes design

Nucleotide sequences of the HA and NA genes, obtained from IAVs isolated from swine
samples in Brazil, were selected from the Influenza Virus Sequence Database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU). A total of 46 H1 sequences from
pandemic/2009 virus (H1pdm), 21 H1 sequences from seasonal human influenza virus origin
(H1hu), 13 H3 sequences, 50 N1 sequences from pandemic/2009 virus (N1pdm), two N1
sequences from seasonal human influenza virus origin (N1hu) and 36 N2 sequences were

selected. The target regions were determined for each gene segment (Hlpdm, Hlhu, H3,
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N1pdm, N1hu and N2) using BLASTn (Altschul et al., 1990) to find conserved regions within
each gene segment. Primers and probes for each gene segment were designed by Primer Express

software (Applied Biosystems). The sequences of primers and probes are listed in Table 1.

3.2.2  Production of standard RNAs for absolute quantification

Viral RNA was extracted from IAVs isolated from swine lung using MagMAX Viral
RNA Isolation Kit (AMB18365, Ambion) and RT-PCR products were generated for each target
gene (HA — H1pdm, H1lhu, H3; and NA — N1pdm, N1hu, N2) using the primers sets described
in Table 2. The amplicons were cloned into pCR2.1 TOPO vector (TOPO TA Cloning Kit,
450641, Invitrogen) and plasmid DNAs were transformed into One Shot TOP10 Chemically
Competent Escherichia coli cells (C404003, Invitrogen), following the manufacturer’s
recommendations. Plasmid DNAs were purified by PureYield Plasmid Miniprep System Kit
(A1222, Promega) and positive clones, containing the targeted sequences, were confirmed by
PCR and subsequent DNA sequencing using M13 primers (M13 Forward (-20), N52002,
Invitrogen; M13 Reverse, N53002, Invitrogen). Plasmids containing the target genes were
linearized and used in the in vitro transcription (MEGAscript T7 High Yield Transcription Kit,
AM1333, Ambion). The obtained RNAs were quantified (Qubit RNA HS Assay Kit, Q32852,
Invitrogen), the number of viral RNA copies were calculated (Fey et al., 2004) and tenfold
serial dilutions of each standard were prepared.

3.2.3 Standardization and performance evaluation of the one-step multiplex RT-qPCR

The RT-qPCR assay was performed in two distinct reactions; one reaction was focused
on the HA gene (H1pdm, H1hu and H3) and the other reaction was focused on the NA gene
(N1pdm, N1hu and N2). The standard RNAs for each gene segment were used in the
standardization of both assays by using the AgPath-ID One-Step RT-PCR Kit (4387391,
Ambion). The RT-gPCR assays were performed in a reaction volume of 25uL. For the
standardization of the HA and NA reactions, different concentrations of buffer solution (0.5,
0.75 and 1X), forward and reverse primers (80, 120, 160, 200, 240, 280, 320, 360, 400 and
440nM) and probes (24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132 and 144nM) were evaluated.
Additionally, an internal control (SPUD) (Nolan et al., 2006) was included in the assays, but
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the probe was modified with the label Cy5 on 5’ and BHQ-2 on 3’ (Table 1). The runs were
executed on an ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

To determine the limit of detection (LOD) for both RT-gqPCR assays, tenfold dilutions
of each standard RNA, containing 5.09 x 108 down to 5.09 x 10° viral RNA copies per
microliter, were also analyzed. The standard curves were determined by plotting the logarithm
of the standard RNA copies number against the measured quantification cycle (Cq) values.

The repeatability (intra-assay variance) and reproducibility (inter-assay variance) of the
assays were assessed using tenfold dilutions of the standard RNAs for HA (H1pdm, H1hu and
H3) and for NA (N1pdm, N1hu and N2). The assays were performed in triplicate and in three
different runs to evaluate the coefficients of variation (CVs) of both assays. Intra- and inter-
assay CVs based on the Cq values were calculated by Statistical Analysis System software
(SAS, 2012).

3.2.4 Analytical and diagnostic specificity of the one-step multiplex RT-gPCR

For the evaluation of the analytical specificity for both assays, 85 IAV strains isolated
from swine from 2009 to 2016, and previously characterized by genomic sequencing, were
selected for testing. In addition, to verify the diagnostic specificity of the assays, 50 clinical
samples collected from pigs and considered negative for IAV by RT-PCR (matrix (M) gene)
(Fouchier et al., 2000) and positive for other swine pathogens as porcine circovirus type 2,
porcine circovirus type 3, porcine parvovirus type 1, senecavirus A, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Haemophilus parasuis, Mycoplasma
hyopneumoniae, Pasteurella multocida and Streptococcus suis were also selected to be tested
by the one-step multiplex RT-qPCR.

3.2.5 Evaluation of clinical samples by the one-step multiplex RT-qgPCR

Seventy-three clinical samples (34 nasal swabs and 39 lung tissues samples) collected
from pigs during 2017 and 2018, and previously diagnosed as positive for IAV by RT-PCR (M
gene) (Fouchier et al., 2000), were selected. Viral RNA was extracted using MagMAX Viral
RNA Isolation Kit (AMB18365, Ambion) according to the manufacturer's recommendations,

and the samples were run on the one-step multiplex RT-gPCR assays developed in this study.
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3.3 Results

3.3.1 Standardized protocol for the one-step multiplex RT-gPCR

The standardized protocol for the amplification of HA and NA gene segments is shown
in Table 3. The detection enhancer was included in the reactions to minimize the formation of
secondary structures. Cycling parameters for both reactions (HA and NA) were established as
follows: reverse transcription at 45°C for 10min, followed by initial denaturation at 95°C for
10min, 40 cycles of denaturation at 95°C for 15s and annealing at 60°C for 30s. Collection of

fluorescence signal was during the annealing step and the threshold was automatically set.

3.3.2 Performance of the one-step multiplex RT-gPCR

The Cq values for both HA and NA segments are shown in Table 4. For the HA segment,
the Cq values ranged from 6.96 to 37.15 cycles with a linear correlation (R?) of 0.99 between
the Cq value and the logarithm of the standard RNA copies number. For the NA segment, the
Cq values ranged from 5.79 to 36.53 cycles with a R? of 0.99. The internal control (SPUD) was
consistently detected with a Cq of ~25.

The intra- and inter-assay CVs of both one-step multiplex RT-gPCR assays are shown
in Table 4. The LOD for the HA segment was as follows: 5.09 x 102 viral RNA copies/uL for
Hlpdm, 5.09 x 103 for H1hu, and 5.09 x 102 for H3. In addition, the LOD for the NA segment
was as follows: 5.09 x 102 viral RNA copies/pL for N1pdm, 5.09 x 10 for N1hu and 5.09 x 102
for N2.

3.3.3 Analytical and diagnostic specificity of the one-step multiplex RT-qgPCR on viral

isolates

A high analytical specificity (100%; 95.7-100.0, Cl 95%), with the correct assignment
of 1AV subtypes and viral lineages, was demonstrated by using the RT-gPCR assays in the
analysis of 85 IAV isolates previously characterized by genomic sequencing. The Cq values
ranged from 12.54 to 25.47 cycles. From these 85 IAV isolates, 53.0% were classified as
pandemic HIN1, 20.0% as human-like HIN2, 13.0% as human-like H3N2, 3.5% as human-
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like HIN1, 3.5% as H1pdmNZ2, and, co-infection with two virus subtypes was detected in 7.0%
of the samples (Table 5).
The diagnostic specificity of the RT-qPCR assays was of 100% (92.9-100.0, Cl 95%),

resulting in the absence of fluorescence signal for other viral and bacterial swine pathogens.

3.3.4 Evaluation of clinical samples by the one-step multiplex RT-qgPCR

The viral subtype and the lineage of origin were determined in 54 out of 73 samples
(74.0%; 62.9-82.7, Cl 95%), as follows: 46.3% were derived from the seasonal human
influenza H3N2 virus, 33.3% were pandemic H1IN1, 11.1% were derived from the seasonal
human influenza HIN2 virus and 1.9% were a reassortant HlpdmN2. Co-infection with two
virus subtypes was detected in two out of 54 (3.7%) samples. In two (3.7%) samples, only the
NA gene was identified (HXN1pdm) (Table 5). In general, the Cq values ranged from 16.22 to
39.98 cycles. For 26.0% (17.3-37.1, Cl 95%) of clinical samples, the virus subtype was not

determined.

3.4 Discussion

A high genetic diversity of IAVs circulating in swine in most pork producing countries
has been described (Lewis et al., 2016; Vincent et al., 2014). Since the genetic characteristics
of IAVs in swine are related to their geographic distribution (Nelson et al., 2015b; Simon et al.,
2014), specific diagnostic methods to detect locally adapted strains are necessary to monitor
the circulation of influenza viruses in pigs. Currently, there is no commercially available
diagnostic test in Brazil to differentiate the 1AV subtypes circulating in pigs. The only test
available in diagnostic laboratories for AV detection is a RT-PCR targeting the influenza virus
matrix (M) gene. However, such RT-PCR is not able to differentiate the viral subtypes and
lineages or to detect mixed infections or neither to infer if IAVs are reassortants. In this sense,
the determination of the virus subtype and probable origin of HA and NA genes may
complement the diagnosis and is extremely important to trace back the spread of such viruses
in the swine population. In this study, we evaluated two one-step multiplex RT-gPCR assays to
differentiate the main AV subtypes circulating in swine in Brazil i.e. pandemic HLN1, human-
like HIN2 and H3N2 (Nelson et al., 2015a) and potential reassortants that may be originated

from these viruses. Besides, a recently isolated HIN1 virus, derived from a seasonal human
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influenza virus, was also detected by using the RT-gPCR developed here (unpublished data).
The RT-qPCR assays provided good repeatability and reproducibility, represented by the low
values of CVs of intra- and inter-assays at every viral RNA concentration of the standard curves,
indicating a good linearity. In addition, there was an excellent level of agreement (100%; 95.7—
100.0, CI 95%) between the results provided by the multiplex RT-gPCR and genomic
sequencing, in relation to detection of 1AV subtypes and the virus lineage designation. In our
study, cross-reactivity with other swine pathogens was not observed, confirming a high (100%;
92.9-100.0, CI 95%) diagnostic specificity of the assays.

The assay performance was evaluated in the analysis of 73 samples collected from pigs
during 2017 and 2018, and previously considered positive to IAV by RT-PCR (M gene)
(Fouchier et al., 2000). The virus subtype was determined in 74.0% (62.9-82.7, Cl 95%) of
samples. Although the limits of detection of the assays were high (ranging from 5.09 x 10! to
5.09 x 10% viral RNA copies per microliter), the subtype could not be determined in 26.0%
(17.3-37.1, Cl 95%) clinical samples. However, for 3.7% samples, only the NA segment was
determined by the NA assay. This could be explained by the higher limit of detection for the
NA segment compared to the limit of detection for the HA segment. The lack of ability to
determine the virus subtype in 19 out of 73 clinical samples is probably due to the presence of
low viral loads (below the limits of detection of the assays). In addition, despite the primers sets
and probes have being designed for a conserved region of HA and NA genes, high mutation
rate is observed on those segments, which could also lead to difficulties in the subtype
determination of these viruses. Also, even in rare events, other IAV subtypes than HIN1, HIN2
and H3N2 can infect pigs (Landolt and Olsen, 2007; Zell et al., 2013). Such situation could also
hinder virus subtyping, and, for this reason, a periodic update of those reagents is necessary in
order to detect new emerging viruses. Previous reports on the molecular detection and 1AVs
subtyping have been published, with different sensitivities and specificities. Chiapponi et al.
(2012) tested 27 clinical samples from pigs, with unsuccessful virus isolation, and determined
the viral subtype in 56% of the cases.

Distinct influenza virus lineages circulate in different geographic regions. Therefore,
tests based on the virus lineages are available for subtyping of IAVs in swine in North America
(Choi et al., 2002; Nagarajan et al., 2010; Richt et al., 2004), Asia (Fu et al., 2010; Lee et al.,
2008) and Europe (Bonin et al., 2018; Chiapponi et al., 2012; Henritzi et al., 2016). Although
various multiplex RT-PCRs have been described, it is difficult to compare the results due to the
particularities displayed on the experimental design and steps applied for the standardization of

the assay. In this study, we used previously sequenced IAVs and negative IAV samples for the
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assay validation and afterwards, the assay was tested on clinical samples. Usually, RT-PCR
assays described in the literature identify only the virus subtype which is present in the sample,
however, the assays developed in this study also provide the identification of the HA and NA
virus lineage (pandemic H1IN1, human-like HIN1, HIN2 or H3N2). Additionally, the test was
able to detect mixed viral infections and reassortant viruses, even before performing genomic
sequencing, providing the basis for an improved early detection of novel viruses in swine.
Subsequently, the genomic sequencing confirmed the presence of reassortant viruses, as well
as it confirmed the virus lineages present in the samples (data not shown).

The emergence of pandemic HIN1 in 2009, followed by reassortment events among
H1N1pdm and enzootic IAVs circulating in the swine population has increased the genetic
diversity of IAVs (Bonin et al., 2018). Due to the possibility of transmission of IAVs from pigs
to humans, the monitoring and surveillance of circulating viruses in swine herds is highly
recommended, as a way to quickly identify emerging viruses (Schmidt et al., 2016; Vincent et
al., 2014). An accurate and rapid diagnosis and characterization of IAVs in swine is important
to control pig-to-pig and pig-to-human transmission (Zhang and Harmon, 2014). In this sense,
the RT-gPCR developed and validated in this study showed to be a highly sensitive and specific
method to discriminate the viral subtypes circulating in Brazilian swine herds and once
implemented in diagnostic laboratories, it will provide more information on the prevalence of

IAV subtypes in swine herds.
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Table 1. Sets of primers and probes sequences for the one-step multiplex RT-qgPCR (HA and

NA gene segments).

Specific primers . Fragment
and probes Primers and probes sequences (5' — 3') Position (bp)
Hlpdm?® F¢ CACAAAWTTGAGACTGGYMACA 1007 — 1028
Hlpdm_R? CTGTCCAYCCYCCTTCAAT 1107 - 1089 101

H1pdm_Probe FAM-CCTATTTGGRGCCATTGCYGGTT-QSY 1064 — 1086
Hlhub¢ F GGTTTGTTTGGWGCCATTGC 1062 — 1081
Hlhu_R CAGCATAVCCAGAYCCTTGC 1167 — 1148 106
H1hu_Probe VIC-TTCATTGAAGGRGGDTGGACTGGAAT-QSY 1086 — 1111
H3Y_F GTTGGTAYGGTTTCAGGCATC 1115-1135
H3_R TCCCAYTGATTTGGTCRATTG 1207 — 1187 93
H3_Probe NED-CAAGCWGCAGAYCTTAAAAGYACTCAAGCA-QSY 1156 —1185
N1lpdm?_F GAGGARTGYTCYTGYTATCCTGA 849 - 871
N1lpdm_R AAAGACACCCAHGGYCGRTT 937 -918 89
N1pdm_Probe FAM-ATGTGTRTGCAGGGATAACTGGCATGG-QSY 887 -913
N1lhu®_F CCGATGGCCCGAGTAATG 748 — 765
N1hu_R TGGAAATTGGGTGCATTTAACTC 844 — 822 97
N1hu_Probe NED-CCGCCTCGTACAAGATCTTCAAGATCGA-QSY 769 — 796
N2bd F GGGTRTYCCRTTTCAYTTGGGAA 508 — 530
N2_R CTGGCRGTTGCATTTTYATCATG 630 — 608 123
N2_Probe VIC-CAAGTGTGYATDGCATGGTCCAGYTCAA-QSY 536 — 563
SPUDS_F AACTTGGCTTTAATGGACCTCCA 449 — 471
SPUD_R ACATTCATCCTTACATGGCACCA 549 — 527 101
SPUD_Probe Cy5-TGCACAAGCTATGGAACACCACGT-BHQ2 482 — 505

@ pandemic HIN1

® Human-like H1N2
© Human-like HIN1
@ Human-like H3N2

© Forward primer
® Reverse primer

© Described by Nolan et al., 2006
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Table 2. Sets of primers sequences for the production of standard RNAs (H1pdm, H1lhu, H3,

N1pdm, N1hu and N2) for absolute quantification.

Specific o PCR products ]
Primers sequences (5' — 3') Position Reference strain
primers (bp)
Hlpdm® F¢ ATGCTGGATCTGGTATTATCATT 859 — 881 a1 A/swine/Brazil/25-15/2015
Hlpdm_Rf ACTCTTTGCCTACTGCTGTG 1269 - 1250 (HIN1) MH559931
H1lhubc F AACAGCAGTCTTCCTTTCCA 939 -958 295 A/swine/Brazil/223-15-
Hlhu R TCTCAATTACAGAATTCACCTTGTT 1233-1209 1/2015 (HIN2) MH560035
H3Y F ACAGGGATGCGGAATGTACC 1021 - 1040 A/swine/Brazil/28-15-
H3_R TCCAGGGCAACAAGAAGCTC 1364 — 1345 344 8/2015 (H3N2) MH559963
N1lpdm®_F TAATGACCGATGGACCAAGT 742 - 761 364 A/swine/Brazil/25-15/2015
N1lpdm_R GTTCTCCCTATCCAAACACCA 1105 - 1085 (HIN1) MH559933
N1lhu¢_F ACAAGAGTCTGAATGTGTCTGC 698 — 719 A/swine/Brazil/103-14-
Nlhu_R ATCACCGAATACTCCACTGC 992 -973 29 2/2014 (HIN1) MG572190
N2bd F - ACAACAGGCATTCAAATAACACA 441 — 463 289 A/swine/Brazil/28-15-
N2_R CCCTGACAGTTGGCTAATATGGA 829 - 807 8/2015 (H3N2) MH559965

@ Pandemic HIN1
® Human-like HIN2
© Human-like HIN1
@ Human-like H3N2
© Forward primer

® Reverse primer



Table 3. Standardized protocol for the one-step multiplex RT-qgPCR (HA and NA).

One-step multiplex RT-gPCR for HA

Component Concentration in the reaction
Nuclease-free water 1.36uL
2X RT-PCR buffer* 0.75X
Detection enhancer 1.67uL

Forward primer for Hlpdm 200nM
Reverse primer for Hlpdm 200nM
H1pdm probe 48nM
Forward primer for H1hu 160nM
Reverse primer for H1hu 160nM
H1hu probe 48nM
Forward primer for H3 200nM
Reverse primer for H3 200nM
H3 probe 60nM
Forward primer for SPUD 200nM
Reverse primer for SPUD 200nM

SPUD probe 60nM

25X RT-PCR enzyme mix 1X

SPUD DNA 1.0uL

RNA sample 5.0uL

Total volume per reaction 25.0pL

One-step multiplex RT-qPCR for NA

Component

Concentration in the reaction

Nuclease-free water
2X RT-PCR buffer*
Detection enhancer
Forward primer for N1pdm
Reverse primer for N1pdm
N1pdm probe
Forward primer for N1hu

Reverse primer for N1hu

0.06uL
0.75X
1.67uL
400nM
400nM
132nM
200nM
200nM
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N21hu probe 60nM
Forward primer for N2 200nM
Reverse Primer for N2 200nM

N2 probe 48nM
Forward primer for SPUD 120nM
Reverse primer for SPUD 120nM

SPUD probe 36nM

25X RT-PCR enzyme mix 1X

SPUD DNA 1.0uL

RNA sample 5.0uL

Total volume per reaction 25.0pnLL

* Buffer solution contains ROX passive reference dye.
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Table 4. Intra- and inter-assay variability of the one-step multiplex RT-qgPCR for HA and for

NA gene segments.

Gene Viral RNA Intra-assay Inter-assay
) Mean Cq
segment copies/pL CV (%) SD CV (%) SD
5.09x108 6.96 2.08 0.14 10.12 0.70
5.09x10’ 11.78 2.72 0.32 6.86 0.80
5.09x10° 16.18 1.92 0.31 5.39 0.87
H1lpdm 5.09x10° 20.56 1.21 0.24 2.79 0.57
5.09x10* 25.28 2.24 0.56 4.74 1.19
5.09x10° 31.11 1.84 0.57 5.30 1.65
5.09x10? 37.15 0.63 0.23 1.67 0.62
5.09x108 12.64 2.00 0.25 1.78 0.22
5.09x10’ 16.21 2.81 0.45 2.23 0.36
5.09x10° 21.10 1.35 0.28 1.86 0.39
H1lhu
5.09x10° 25.13 1.02 0.25 1.04 0.26
5.09x10* 30.70 0.55 0.16 3.11 0.95
5.09x10° 35.86 0.63 0.22 1.87 0.67
5.09x108 8.18 2.28 0.18 1.98 0.16
5.09x10’ 12.20 1.91 0.23 2.55 0.31
5.09x10° 16.41 1.84 0.30 1.16 0.19
H3 5.09x10° 20.60 1.72 0.35 1.09 0.22
5.09x10% 24.88 1.33 0.33 1.90 0.47
5.09x103 30.21 1.19 0.36 4.32 1.30
5.09x102 36.43 0.71 0.25 1.24 0.45
5.09x108 5.79 2.94 0.17 2.82 0.16
N1lpdm
5.09x10’ 10.25 2.27 0.23 9.01 0.92
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5.09x108 14.55 2.00 0.29 1.59 0.23
5.09x10° 18.57 1.50 0.27 1.31 0.24
5.09x10* 22.71 0.87 0.19 3.12 0.70
5.09x10° 28.08 2.44 0.68 4,53 1.27
5.09x102 36.19 1.41 0.51 3.77 1.36
5.09x108 7.97 0.42 0.03 0.28 0.02
5.09x10’ 11.76 0.64 0.07 0.58 0.06
5.09x108 15.41 0.34 0.05 0.72 0.11
5.09x10° 18.66 0.17 0.03 0.51 0.09
N1hu
5.09x10* 22.24 0.27 0.06 0.10 0.02
5.09x10° 25.32 0.19 0.04 0.38 0.09
5.09x102 29.04 0.31 0.09 1.02 0.29
5.09x10! 36.53 1.43 0.52 0.27 0.10
5.09x108 8.31 2.57 0.21 3.66 0.30
5.09x107 12.76 1.60 0.20 0.90 0.11
5.09x10°8 17.03 0.64 0.10 3.29 0.56
N2 5.09x10° 20.65 1.01 0.20 1.47 0.30
5.09x10* 25.43 2.04 0.51 2.06 0.52
5.09x10° 29.51 0.32 0.09 3.06 0.90
5.09x102 34.94 0.57 0.19 2.67 0.93

Cq = quantification cycle
CV = coefficient of variation
SD = standard deviation
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Table 5. Diagnostic sensitivity and analytical specificity of sequenced/isolated strains and

clinical field samples, respectively, by one-step multiplex RT-gPCR.

Subtype/lineage

Sequenced/isolated strains  Clinical field samples

pandemic HIN1 45 18
human-like HIN2 17 6
human-like H3N2 11 25

H1lpdmN2' 3 1

human-like HIN1' 3 0
pandemic HIN1 + human-like H3N2 4 0
human-like HIN2 + human-like H3N2 1 0
human-like H3N2 + H1pdmN2' 1 0
pandemic HIN1 + human-like HLIN2 0 1
pandemic HIN1 + H1pdmN2' 0 1
HxN1pdm 0 2

Not subtyped 0 19

Total 85 73

pdm = pandemic
0 Reassortant virus
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4  CONSIDERACOES FINAIS

As infeccOes respiratorias em suinos causadas pelo 1AV sdo consideradas o principal
problema sanitario enfrentado pelos produtores de suinos. A répida deteccdo dos virus
circulantes em suinos € essencial para a implementacdo de medidas de controle da doenca,
sejam estas pelo uso de vacina¢do ou mesmo pelo refor¢o nas medidas de biosseguridade dos
rebanhos. O uso de técnicas moleculares, como a RT-qPCR, para o diagnostico do IAV permite
a rapida deteccdo, quantificacdo da carga viral e diferenciacdo dos subtipos virais em amostras
de suinos. As informacGes geradas possibilitam uma rapida tomada de deciséo, seja esta para a
selecdo de virus para serem utilizados como candidatos vacinais, ou para a deteccéo de virus
com rearranjos génicos e com potencial para causar doencas em humanos. Entretanto, o
aumento da diversidade genética observada em IAVs isolados de suinos nos ultimos anos traz
dificuldades para o diagnoéstico, exigindo atualiza¢fes periddicas dos iniciadores e sondas
utilizados nos ensaios de RT-gPCR.

Neste estudo foram desenvolvidos e validados dois ensaios de RT-qPCR multiplex one-
step para discriminacdo dos subtipos do IAV em isolados virais e em amostras clinicas colhidas
de suinos. Os ensaios mostraram-se altamente sensiveis e especificos na deteccdo e
diferenciacdo dos subtipos virais HIN1, HIN2 e H3N2 circulantes em suinos. Além disto, foi
possivel identificar nas amostras analisadas a linhagem de origem do virus, como H1N1
pandémico, HIN2 human-like, H3N2 human-like e HIN1 human-like. Ademais, a utilizacéo
do ensaio de RT-gPCR possibilitara a geracao de informac@es sobre a prevaléncia dos subtipos
e linhagens virais em plantéis suinos, auxiliando os programas de vacinacéo e identificacdo de
pontos a serem melhorados no manejo dos suinos levando em conta as fases mais afetadas pela

doenca.
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