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RESUMO 

O vírus influenza A (IAV) é um importante causador de doença respiratória em 

suínos, mas a epidemiologia da influenza suína no Brasil ainda é pouco 

conhecida. Já o vírus Zika (ZIKV) causou uma epidemia em humanos no Brasil. 

Experimentalmente, suínos são susceptíveis à infecção pelo ZIKV, mas o papel 

desses animais na ecoepidemiologia do ZIKV sob condições naturais ainda não foi 

estabelecido. O objetivo principal desta proposta foi realizar a vigilância 

epidemiológica dos vírus influenza e Zika em suínos domésticos no Estado de 

Pernambuco. Pra isso, 500 amostras de swab nasal ou pulmão de suínos foram 

coletadas no Estado de Pernambuco. Das amostras avaliadas 9,4% (n=48) foram 

positivas para IAV. As análises filogenéticas dos genes HA e NA demonstraram 

estreita relação entre as cepas pernambucanas e as cepas H3N2 humanas 

circulantes na América Latina e na América do Norte entre 2012 e 2018 e os genes 

internos relacionados com cepas da China e Estados Unidos. A análise sorológica 

mostrou 92,6% de positividade para o subtipo H1N1 pdm09, 86,2% para o H3N2 e 

6,18% eram negativas para ambos os subtipos. Os títulos contra H3N2 foram mais 

elevados quando comparados aos títulos contra H1N1. Em humanos de 2010 a 

agosto de 2019 6% dos pacientes foram positivos para IAV e 2% para influenza B 

(IBV) em Pernambuco.  Dos diagnosticados com IAV, 50,76% eram H1N1 pdm09, 

seguido por 37,31% H3N2 e 11,93% não subtipado, sendo o H1N1pdm09 associado 

tanto a infecções mais brandas quanto infecções graves. Além disso, as taxas de 

positividade do IAV foram maiores nos meses de chuvosos e de temperatura mais 

amena. Os soros de suínos foram utilizados para ensaio de redução de 

neutralização de placa (PRNT), para detectar a presença de anticorpos 

neutralizantes contra ZIKV. Porém as amostras foram não reagentes para ZIKV, 

indicando que os animais não entraram em contato com o vírus e que suínos 

possivelmente não desempenham papel relevante na cadeia de transmissão do 

ZIKV. Juntos, esses estudos caracterizam de maneira inédita a epidemiologia de 

influenza A e Zika no estado de Pernambuco, fornecendo informações importantes 

para produtores, gestores de saúde e a comunidade científica.  

 
Palavras Chaves: Influenza A. Suínos. ZIKV. Epidemiologia. 



 

 

 

ABSTRACT 

Influenza A virus (IAV) is a major cause of swine respiratory disease, but the 

epidemiology of swine influenza in Brazil is still poorly understood. Already the Zika 

virus (ZIKV) caused an epidemic in humans in Brazil. Experimentally, pigs are 

susceptible to ZIKV infection, but the role of these animals in the ecoepidemiology of 

ZIKV under natural conditions has not yet been established. The main objective of 

this proposal was to carry out epidemiological surveillance of influenza and Zika 

viruses in domestic swine in the state of Pernambuco. A total of 500 nasal swabs or 

lungs were collected from swine in Pernambuco State, Brazil. Of the samples 

evaluated 9.4% (n = 48) were positive for IAV. Phylogenetic analyzes of the HA and 

NA genes demonstrated a close relationship between Pernambuco strains and 

circulating human H3N2 strains in Latin America and North America between 2012 

and 2018 and the internal genes related to strains from China and the United States. 

Serological analysis showed 92.6% positivity for H1N1 subtype pdm09, 86.2% for 

H3N2 and 6.18% negative for both subtypes. Titles against H3N2 were higher 

compared to titles against H1N1. In humans from 2010 to August 2019 6% of 

patients were positive for IAV and 2% for influenza B (IBV) in Pernambuco. Of those 

diagnosed with VAS, 50.76% were H1N1 pdm09, followed by 37.31% H3N2 and 

11.93% not subtype, with H1N1pdm09 associated with both milder and severe 

infections. In addition, IAV positivity rates were higher in the rainy and milder months. 

Pig sera were used for plaque neutralization reduction assay (PRNT) to detect the 

presence of neutralizing antibodies against ZIKV. However, the samples were non-

reactive to ZIKV, indicating that the animals did not come into contact with the virus 

and that pigs may not play a relevant role in the ZIKV chain of transmission. 

Together, these studies uniquely characterize the epidemiology of influenza A and 

Zika in the state of Pernambuco, providing important information to producers, health 

managers and the scientific community. 

 

Key Words: Influenza A. Swine. ZIKV. Epidemiology. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os suínos desempenham um papel crítico na gênese e epidemiologia de diversos 

patógenos, sobretudo em lugares onde a produção não respeita as normas de 

higiene. Na região Nordeste do Brasil, as falha nas condições de higiene e manejo 

dos plantéis favorece a disseminação de patógenos. O conhecimento dos vírus 

circulantes pode fornecer alternativas de controle da disseminação de patógenos e 

favorecer o desenvolvimento econômico da região. 

 Os vírus influenza A pertencem à família Orthomyxoviridae, gênero 

Alphainfluenzavirus e como tal são partículas envelopadas com material genômico 

composto por oito segmentos de RNA de fita simples de sentido negativo. Esses 

vírus têm a capacidade de infectar humanos, equinos, aves e suínos. Quando ocorre 

intercâmbio viral entre humanos e animais, são geradas mutações decorrentes de 

rearranjos gênicos, favorecendo o surgimento de novas cepas virais. 

O vírus Zika é um arbovírus pertencente à família Flaviviridae, isolado pela 

primeira vez em macacos na década de 40. Em 2015, o vírus Zika reemergiu 

causando doenças neurológicas congênitas em humanos, sobretudo na região 

nordeste do Brasil. A transmissão é principalmente urbana e silvestre, com humanos 

servindo como hospedeiros primários de amplificação em áreas onde não há 

primatas não humanos. Porém pouco se sabe a respeito da participação de outros 

animais nesse processo. Por isso investigar outros animais como possíveis 

reservatórios do vírus Zika se faz primordial para o controle da doença. 

No Brasil o conhecimento dos principais vírus circulantes é escasso e ainda não 

existe nenhum sistema de monitoramento oficial desses números em animais. 

Assim, o presente projeto tem como objetivo a caracterização das cepas de 

influenza suína circulantes e também a busca sorológica do vírus Zika nos suínos no 

Estado de Pernambuco. 

 

1.1. OBJETIVOS 

1.1.1.  Objetivo geral 

Realizar a vigilância epidemiológica dos vírus influenza e Zika em suínos 

domésticos no Estado de Pernambuco. 
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1.1.2. Objetivos específicos 

1. Identificar à presença de vírus influenza A em suínos domésticos residentes 

no Estado de Pernambuco; 

2. Caracterizar geneticamente amostras do vírus da influenza de suínos no 

estado de Pernambuco; 

3. Determinar a soroprevalência dos vírus H3N2 de origem humana e do vírus 

pandêmico H1N1 pdm09 em suínos de Pernambuco; 

4. Mapear geneticamente amostras do vírus da influenza isolado de humanos 

em Pernambuco; 

5. Realizar o levantamento epidemiológico da influenza entre seres humanos 

que apresentam Síndrome gripal (Influenza Like Illness – ILI) e Síndrome 

respiratória aguda grave (Severe acute respiratory infection – SARI) em 

Pernambuco, entre os anos de 2010 a 2019; 

6. Obter evidências de uma possível circulação zoonótica do vírus Zika em 

suínos domésticos. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 OS VÍRUS INFLUENZA 

  Os vírus Influenza são partículas envelopadas pertencentes a família 

Orthomyxoviridae e seu material genômico é constituído por 7-8 segmentos de RNA 

fita simples de sentido negativo (BOUVIER; PALESE, 2008). Eles são classificados 

em quatro tipos: A, B, C e D. Os vírus influenza A (IAV) infectam uma grande 

variedade de espécies, desde mamíferos até aves, os principais hospedeiros dos 

vírus influenza B (IBV) e C (ICV) são os humanos e os vírus influenza D (IDV), até o 

momento, foram encontrados infectando bovinos, cabras e suínos (ZHAI; ZHANG; 

CHEN; ZHOU et al., 2017). 

 

2.1.1 Propriedades gerais dos vírus Influenza A  

O vírion pode ser dividido em três componentes: o envelope, a camada 

intermediária e o core (FUJIYOSHI; KUME; SAKATA; SATO, 1994; STEVAERT; 

NAESENS, 2016).  

 O envelope é formado por uma bicamada lipídica onde estão inseridas as 

proteínas transmembrana hemaglutinina (HA), neuraminidase (NA) e o canal de íon 

M2. A camada intermediária é formada pela proteína matriz (M1) e o core viral é 

composto pela ribonucleoproteína viral (vRNP) composto pela nucleoproteína (NP), 

08 segmentos do RNA viral (vRNA),  a proteína de exportação nuclear (NEP) 

(proteína não estrutural NS2) e o complexo de polimerases viral (PB2, PB1, PA) 

(Figura 1) (NAYAK; BALOGUN; YAMADA; ZHOU et al., 2009; ZHANG; PEKOSZ; 

LAMB, 2000). 
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Figura 1. Figura esquemática do vírion do vírus Influenza A. Existem três proteínas incorporadas 
ao envelope dos vírus Influenza A: hemaglutinina, neuraminidase e proteína da matriz 2. Abaixo do 
envelope está a matriz, composta pela proteína da matriz 1, que envolve o genoma de RNA de cadeia 
negativa segmentado. O genoma consiste em oito segmentos que são agrupados em complexos de 
ribonucleoproteínas, com as três subunidades de polimerase (turquesa, verde e laranja) montadas 
nos terminais de RNA genômico. A proteína não estrutural 2 também é incorporada ao Vírion.  Fonte: 
Adaptado de (SCHOTSAERT; DE FILETTE; FIERS; SAELENS, 2009). 
 

No IAV, os segmentos de vRNA 1, 2 e 3 codificam as proteínas que compõem o 

complexo de polimerases viral  PB2, PB1 e PA, respectivamente (STEVAERT; 

NAESENS, 2016). 

O segmento 4 codifica a hemaglutitina (HA), proteína responsável pela ligação do 

vírus a receptores de ácido siálico na célula hospedeira. Esta proteína é conhecida 

por ser imuno-dominante e por essa razão é bastante estudada como alvo vacinal 

(BLIJLEVEN; BOONSTRA; ONCK; VAN DER GIESSEN et al., 2016).  O segmento 5 

codifica a Nucleoproteína (NP), que se  liga ao vRNA, estabilizando-o e protegendo-

o da ação de RNAses  (GALLAGHER; TORIAN; MCCRAW; HARRIS, 2017). 
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 A neuroaminidase é codificada pelo segmento 6, além de ser uma estrutura 

antigênica, participa na liberação de novos vírions da superfície da célula 

hospedeira, permitindo assim a disseminação viral devido a sua atividade sialidásica 

(SHTYRYA; MOCHALOVA; BOVIN, 2009). 

As proteínas M1 e o canal iônico M2, ambas codificadas pelo segmento 7, M1 

estabiliza a estrutura do envelope viral atuando como “esqueleto” para ancoragem 

de outras proteínas virais e M2 atua como viroportina mediando a acidificação do 

envelope viral e a fusão do envelope viral a na membrana da célula hospedeira 

citosol (LEIDING; WANG; MARTINSSON; DEGRADO et al., 2010; STAUFFER; 

FENG; NEBIOGLU; HEILIG et al., 2014). 

O segmento 8 codifica as proteínas NS1 e NS2. A NS1 está envolvida na fuga 

dos mecanismos antivirais das células hospedeiras, bem como a regulação da 

expressão gênica do hospedeiro e do vírus (GARCÍA-SASTRE, 2011) e NS2, 

também conhecida como proteína de exportação nuclear (NEP), participa da 

exportação do complexo ribonucleoproteico viral (vRNP) do núcleo para o citoplasma 

e interage com as nucleoporinas, provavelmente atuando como um adaptador entre 

o vRNP e o complexo de poros nucleares (PATERSON; FODOR, 2012). 

Na Tabela 1 são apresentadas o conjunto de todas proteínas do vírus Influenza A e 

suas  principais funções de forma resumida. 

 

Tabela 1: Proteínas do vírus Influenza A e suas respectivas funções 

Segmento 

gênico 

Proteína Função da proteína Referência 

1 PB2 Componente do complexo da polimerase 

viral; participa do processo de 

transcrição, com o reconhecimento e 

captura de Cap e também no processo 

de replicação. Interage diretamente com 

PA 

(LI; RAO; KRUG, 

2001; LONG; FODOR, 

2016; SHI; 

SUMMERS; PENG; 

GALARZ, 1995) 

1 PB2-S1 Liga-se a PB1, localiza-se nas 

mitocôndrias e inibe a via de sinalização 

(YAMAYOSHI; 

WATANABE; GOTO; 
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dependente de RIG-I KAWAOKA, 2016) 

2 PB1 Componente do complexo da polimerase 

viral. Subunidade catalítica da RNA 

polimerase dependente de RNA viral, 

responsável pelo alongamento da cadeia 

de RNA e requerida tanto para replicação 

quanto para transcrição, interage com 

PB2 e PA. 

(STEVAERT; 

NAESENS, 2016) 

2 PB1-F2 Derivada de uma ORF alternativa na 

posição +1. PB1-F2 é o fator de 

virulência, induz a apoptose associada 

à mitocôndria. 

(KAMAL; ALYMOVA; 

YORK, 2017; 

ZAMARIN; 

ORTIGOZA; PALESE, 

2006) 

2 PB1-40 PB1-N40 é a forma truncada N-

terminal de PB1, atua inibindo a 

resposta ao Interferon. 

(VASIN; TEMKINA; 

EGOROV; 

KLOTCHENKO et al., 

2014; WISE; 

FOEGLEIN; SUN; 

DALTON et al., 2009) 

3 PA Componente do complexo da 

polimerase viral e participa no 

processo de transcrição e replicação, 

por fornecer uma atividade de 

endonuclease de RNA (cap 

snatching). PA interage com PB1. 

(DATTA; 

WOLKERSTORFER; 

SZOLAR; CUSACK et 

al., 2013; HARA; 

SCHMIDT; CROW; 

BROWNLEE, 2006) 

3 PA-X PA-X modula a resposta do 

hospedeiro e a virulência viral. 

(BAVAGNOLI; 

CUCUZZA; 

CAMPANINI; ROVIDA 

et al., 2015) 

3 PA-N155 

PA-N182 

Provável função durante o ciclo de 

replicação viral 

(MURAMOTO; NODA; 

KAWAKAMI; AKKINA 

et al., 2013) 

4 HA Importante fator de tropismo viral; 

receptor de ligação; atividade de 

fusão; e maior antígeno viral. 

(BLIJLEVEN; 

BOONSTRA; ONCK; 

VAN DER GIESSEN 

et al., 2016; BYRD-

LEOTIS; GALLOWAY; 

AGBOGU; 

STEINHAUER, 2015) 

5 NP Principal componente do complexo 

RNP viral,controla o transporte 

nuclear- citoplasmático do vRNA.  

(CHUTIWITOONCHAI; 

KAKISAKA; YAMADA; 

AIDA, 2014; NAYAK; 

BALOGUN; YAMADA; 

ZHOU et al., 2009; 

YU; LIU; CAO; ZHAO 

et al., 2012) 

6 NA Glicoproteína de superfície; cliva o 

ácido siálico dos receptores celulares 

do HA para permitir a fuga da progênie 

das células infectadas. 

(PIZZORNO; ABED; 

BOUHY; BEAULIEU et 

al., 2012; ZANIN; 

DUAN; WONG; 

KUMAR et al., 2017) 

7 M1 M1 é o principal componente da (ARZT; PETIT; 
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membrana viral; é subjacente ao 

envelope viral e desempenha vários 

papéis na montagem e infecção do 

virion. 

BURMEISTER; 

RUIGROK et al., 

2004; ZHIRNOV; 

MANYKIN; 

ROSSMAN; KLENK, 

2016) 

7 M2 Proteína de membrana que forma um 

canal de prótons que é ativado sob 

condições de baixo pH; importante 

para descompactar o genoma durante 

a entrada do vírus 

(LEIDING; WANG; 

MARTINSSON; 

DEGRADO et al., 

2010) 

7 M42 Funcionalmente semelhante a M2, 

porém com diferença na localização 

celular. 

(WISE; 

HUTCHINSON; 

JAGGER; STUART et 

al., 2012) 

8 NS1 A NS1 é uma proteína multifuncional 

que está envolvida em inúmeras 

interações vírus - hospedeiro, 

incluindo a fuga dos mecanismos 

antivirais das células hospedeiras, 

bem como a regulação da expressão 

gênica do hospedeiro e do vírus. 

(ABDELWHAB; 

VEITS; BREITHAUPT; 

GOHRBANDT et al., 

2016; BERGMANN; 

GARCIA-SASTRE; 

CARNERO; 

PEHAMBERGER et 

al., 2000) 

8 NEP/NS2 Proteína não estrurural de exportação 

nuclear dos RNPs virais 

(PATERSON; 

FODOR, 2012) 

8 NS3 O seu papel pode estar associado à 

adaptação viral a outros hospedeiros. 

(SELMAN; DANKAR; 

FORBES; JIA et al., 

2012; VASIN; 

TEMKINA; EGOROV; 

KLOTCHENKO et al., 

2014) 

Fonte: A autora 

 

2.1.2 Replicação 

Cada segmento de vRNA constitui uma unidade de replicação individual que 

juntamente com o complexo polimerase heterotrimérico ligado nos terminais 5' e 

3' pareados do vRNA e múltiplas cópias de NP, forma a ribonucleoproteínas virais 

(vRNPs) (EISFELD; NEUMANN; KAWAOKA, 2015; GALLAGHER; TORIAN; 

MCCRAW; HARRIS, 2017). 

Os IAVs entram nas células hospedeiras através de endocitose após a 

proteína HA viral se ligar às moléculas receptoras de ácido siálico na membrana 

plasmática do hospedeiro (SRIWILAIJAROEN; SUZUKI, 2012; THOENNES; LI; 

LEE; LANGLEY et al., 2008). Após a internalização, ocorre a acidificação do 

endossomo e alterações conformacionais do HA, o que leva à fusão entre o vírion 
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e as membranas endossomais, proporcionando ao genoma do vírus uma porta de 

acesso ao citoplasma (SHEN; ZHANG; LIU, 2013). 

Ao mesmo tempo, o canal iônico M2 viral promove a acidificação do interior 

do vírion, fazendo com que a proteína matriz M1 se dissocie do genoma viral 

(STAUFFER; FENG; NEBIOGLU; HEILIG et al., 2014). As vRNPs liberadas são 

transportadas para o núcleo, e a transcrição primária resulta na produção de 

mRNAs virais, que são exportados para o citoplasma e traduzidos para proteínas 

pelos ribossomos celulares. As proteínas virais recém traduzidas são então 

transportadas para o núcleo (PB2, PB1, PA, NP, M1 e NEP) ou para a membrana 

plasmática (HA, NA e M2) (PATERSON; FODOR, 2012).  

Após a entrada nuclear de PB2, PB1, PA e NP, é iniciada a replicação do 

genoma e novas vRNPs são produzidas. As vRNPs recém sintetizadas são 

exportados para o citoplasma com a assistência das proteínas M1 e NEP e 

posteriormente levadas para a membrana plasmática em vesículas Rab11 

incorporadas em partículas de vírus da progênie contendo HA, NA, M2 e 

M1(NAYAK; HUI; BARMAN, 2004; PATERSON; FODOR, 2012). 

 A liberação de vírus da membrana plasmática é mediada pelas atividades de 

pelo menos duas proteínas da superfície do virion, M1 e NA: M1 promove a 

agregação dos segmentos de vRNA, enquanto o NA previne a agregação do vírus 

na superfície celular (Figura 2). Todos os segmentos de vRNA possuem regiões 

altamente conservadas de 12 ou 13 nucleotídeos em cada uma de suas 

extremidades, que servem como sinalizadores para o processo de 

“empacotamento”. Mesmo assim, muitas partículas virais não terão todos os oito 

segmentos de vRNA ou terão vRNAs em excesso, essas partículas são 

chamadas de defectivas, pois não possuem a capacidade de se replicar nas 

células hospedeiras de maneira eficiente (NAYAK; HUI; BARMAN, 2004; SAMJI, 

2009; ZANIN; DUAN; WONG; KUMAR et al., 2017).  
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Figura 2: Ciclo Replicativo dos IAV. IAVs são endocitados pelas células após a ligação de HA 
às moléculas receptoras na membrana plasmática.  Na etapa 1  o escape das vRNPs do 
endossomo após a acidificação e transporte através do complexo de poros nucleares (NPC) 
(etapa 2), a transcrição primária de mRNAs virais, que são serão traduzidos por ribossomos 
celulares (etapa 3). Na etapa 4  replicação do genoma e produção de vRNPs da progênie que são 
então exportadas para o citoplasma (etapa 5) e levadas a membrana plasmática em vesículas 
RAB11 (etapa 6) e incorporadas aos  vírions e então liberadas (etapa 7). Fonte: adaptado de 
(EISFELD; NEUMANN; KAWAOKA, 2015).  

 

2.1.3 Mecanismos evolutivos dos IAV 

Os IAV possuem um grande e antigenicamente diverso reservatório viral em 

aves aquáticas e aves migratórias selvagens, nas quais a infecção é geralmente 

assintomática. Através de sua migração, os vírus são transmitidos globalmente, 
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podendo cruzar a barreira das espécies (OLSEN; MUNSTER; WALLENSTEN; 

WALDENSTRÖM et al., 2006) (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Ecologia dos vírus influenza. Os IAV (subtipos de hemaglutinina (HA) 1 a 16) circulam no 
reservatório de aves selvagens. Os subtipos deste reservatório são capazes de infectar muitas 
espécies diferentes, às vezes por meio de hospedeiros intermediários e às vezes exigindo mutações 
adaptativas (setas azuis claras). Subtipos específicos predominam em certas espécies (círculos azuis 
escuros). Os IAVs dos subtipos H1, H2 e H3 circulam em humanos; os mesmos três subtipos também 
circularam em suínos. Os subtipos H5, H6, H7, H9 e H10 infectam os seres humanos após a 
exposição a aves infectadas e geralmente não são transmitidos entre humanos. Os subtipos de HA 
H17 e H18 circulam apenas em morcegos. Os vírus da influenza B circulam em humanos, embora 
infecções em focas tenham sido descritas. Os vírus da influenza C circulam em humanos e 
suínos. Os vírus Influenza D circulam em bovinos, cabras e suínos. Muitas espécies foram infectadas 
experimentalmente por vírus influenza, incluindo furões, camundongos, porquinhos da índia, macacos 
e saguis. Fonte: Adaptado de (LONG; MISTRY; HASLAM; BARCLAY, 2019) 

 

Ocasionalmente, os vírus influenza de animais infectam seres humanos. 

Muitas dessas zoonoses não conseguem se dispersar, isto é, não há transmissão 

subsequente e ocorrem em apenas um pequeno número de indivíduos. Os vírus 

recém-adquiridos tornam-se enzoóticos em uma nova espécie somente após a 

acumulação de alterações genéticas que adaptam o vírus ao seu novo hospedeiro e 

suportam replicação e transmissão eficientes (LONG; MISTRY; HASLAM; 

BARCLAY, 2019; TAUBENBERGER; KASH, 2010). Essa evolução ocorre através do 

acúmulo de mutações pela polimerase viral propensa a erros e a seleção de vírus 
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que são mais capazes de se replicar e transmitir. Esse fenômeno, conhecido como 

deriva antigênica (antigenic drift), também explica à ocorrência de epidemias 

sazonais de influenza A nas populações humana e animal (BEDFORD; SUCHARD; 

LEMEY; DUDAS et al., 2014) (Figura 4 A).  

O genoma do vírus influenza é segmentado, e isso permite a recombinação 

por rearranjo (antigenic shift), no qual genes inteiros, que permitem rápida adaptação 

a uma nova espécie, podem ser rapidamente adquiridos.  Em uma nova espécie, a 

incompatibilidade restringirá a replicação de um vírus não adaptado, no entanto, se 

uma única célula é co-infectada por um AIV aviário restrito e um vírus adaptado aos 

mamíferos, o rearranjo de genes pode dar origem a vírus com uma nova 

combinação de segmentos gênicos que superam a restrição (TAUBENBERGER; 

KASH, 2010) (Figura 4 B).  

 

Figura 4. Mecanismos de evolução do IAV. A) Deriva antigênica (antigenic drift): O acúmulo 
gradual de mutações no genoma dos IAVs leva ao surgimento de novas variantes de vírus. Mutações 
no HA (azul) e NA (vermelho) podem afetar os epítopos antigênicos, levando a novas variantes 
antigênicas. B) Rearrajo (antigenic shift): A troca/reagrupamento de segmentos gênicos entre dois ou 
mais IAVs invasores em uma célula hospedeira pode levar ao surgimento de novos subtipos distintos 
(antigenicamente). Adaptado de (MOSTAFA; ABDELWHAB; METTENLEITER; PLESCHKA, 2018) 

 

 Nos últimos 100 anos, houve pandemias em 1918, 1957, 1968, 1977 e 2009 

(NAYAK; BALOGUN; YAMADA; ZHOU et al., 2009).  

Em 1918, a Gripe Espanhola, considerada a pior pandemia da história 

registrada, causou aproximadamente 20-40 milhões de mortes em todo o mundo. A 
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Gripe Espanhola foi causada pelo vírus H1N1 com genes de origem aviária e apesar 

de não se saber a sua origem exata, ele se espalhou pelo mundo entre os anos de 

1918-1919 (REID; TAUBENBERGER; FANNING, 2001). 

A Gripe asiática, em 1957, causada pelo vírus H2N2 que se originou de um vírus 

aviário, incluindo os genes da hemaglutinina H2 e da neuraminidase N2 e genes da 

influenza sazonal humana, foi responsável por cerca de 1,1 milhão mortes em todo o 

mundo ((CDC); JACKSON, 2009; LOURIA; BLUMENFELD; ELLIS; KILBOURNE et 

al., 1959; SCHOLTISSEK; ROHDE; VON HOYNINGEN; ROTT, 1978). 

 Em 1968, a Gripe de Hong Kong, causada pelo vírus H3N2, composto por genes 

de origem aviária (H3N2) e humana (H2N2) que resultaram em 34.000 mortes 

apenas nos Estados Unidos (SCHOLTISSEK; ROHDE; VON HOYNINGEN; ROTT, 

1978; TAUBENBERGER; MORENS, 2009). 

Após as pandemias, os IAVs recém-emergidos continuam a circular como gripe 

sazonal e acumulam mutações selecionadas para evitar o acúmulo de respostas 

imunes na população exposta (LONG; MISTRY; HASLAM; BARCLAY, 2019).  

Em abril de 2009, um novo IAV (H1N1) de origem suína, designado como A 

(H1N1) pdm09, surgiu no México e nos Estados Unidos e se espalhou rapidamente 

pelo mundo ((CDC), 2009). Análises genéticas e evolutivas revelaram que esse vírus 

pandêmico contém uma combinação de segmentos gênicos que não haviam sido 

relatados anteriormente em vírus da gripe suína ou humana em nenhuma parte do 

mundo (Figura 5). No final dos anos 90, a reorganização entre os vírus aviário norte-

americano (subtipo desconhecido), humano A (H3N2) e suíno clássico A (H1N1) 

resultou em três vírus suínos recombinantes A (H3N2) e A (H1N2). Um vírus triplo 

recombinante dos suínos A (H1N2) foi então rearranjado com um vírus aviário do 

tipo A (H1N1) da Eurásia, resultando no vírus A (H1N1) pdm09 (GARTEN; DAVIS; 

RUSSELL; SHU et al., 2009; SMITH; VIJAYKRISHNA; BAHL; LYCETT et al., 2009). 

Os segmentos PB2 e PA foram derivados da linhagem do vírus aviário, enquanto o 

segmento gênico PB1 era do vírus humano A (H3N2). Os segmentos gênicos HA, 

NP e NS eram do vírus da espécie suína clássica A (H1N1). Os segmentos gênicos 

NA e M eram do vírus da espécie suína A (H1N1) do tipo aviário da Eurásia (SMITH; 

VIJAYKRISHNA; BAHL; LYCETT et al., 2009).  
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Figura 5. Origem do vírus H1N1 pdm09. O rearranjo dos vírus da América do Norte H3N2 e H1N2 

triplos rearranjos (de origem norte-americana aviária, humana [H3N2] e suína clássica [H1N1]) com 

vírus suínos eurasiáticos do tipo aviário (H1N1) resultou no vírus pandêmico de 2009. Cada segmento 

gênico de origem aviária, humana ou suína corresponde a uma característica na superfície da 

partícula viral esquemática Fonte: Adaptado de (TSCHERNE; GARCÍA-SASTRE, 2011). 

 

2.1.4 Papel dos suínos  

O HA se liga às porções de ácido siálico (SA), que são os carboidratos 

terminais ligados a glicanos maiores de glicoproteínas e glicolipídios 

(glicoconjugados) na superfície das células dos vertebrados. As diferenças 

estruturais desses receptores entre as espécies determinam a suscetibilidade 

específica da espécie à infecção pelo vírus influenza (WU; MENG; SEITZ; 

VALENTIN-WEIGAND et al., 2015). 

Os vírus aviários ligam-se preferencialmente a receptores de ácido siálico 

alpha2,3-galactose (α2,3-AS), enquanto que as estirpes humanas se ligam a 

receptores alfa-2,6-galactose- (α2,6-AS). Os suínos são suscetíveis a cepas de vírus 

humana e aviária isso se deve ao fato de o epitélio respiratório de suínos 
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expressarem moléculas de ácido siálico humano e aviário (WAHLGREN, 2011). Por 

muitos anos, pensou-se que a barreira interespécies só poderia ser cruzada após a 

adaptação de um vírus da gripe aviária em suínos, uma vez que os suínos 

expressam ambos os tipos de receptores (α-2,3-AS e α-2,6-AS), porém, 

posteriormente, observou-se que os subtipos de vírus da gripe aviária H5 e H7 

poderiam ser diretamente transmitidos de aves para humanos, apesar de terem 

especificidade de receptor α-2,3-AS (ABDELWHAB; VEITS; BREITHAUPT; 

GOHRBANDT et al., 2016; CLAAS; OSTERHAUS; VAN BEEK; DE JONG et al., 

1998; COSTA; CHAVES; VALLE; DARJI et al., 2012). 

São descritos dois mecanismos básicos que permitiriam aos suínos servir 

como hospedeiros intermediários para a geração de vírus de influenza 

pandêmicos. Em um deles, os vírus aviários e humanos se rearranjariam, dando 

origem a uma cepa híbrida com potencial pandêmico. No outro, um vírus aviário 

adquire a capacidade de se ligar de forma eficiente para receptores da superfície de 

células humanas de modo que pudesse ser prontamente transmitidos a um 

hospedeiro humano sem um requisito para a recombinação genética. Esses modelos 

podem não ser mutuamente exclusivos. Muito possivelmente, um vírus aviário 

poderia se combinar com um vírus humano antes ou depois de se adaptar à ligação 

NeuAcα2,6Gal, resultando em um rearranjo com capacidade proliferativa aumentada 

(ITO; COUCEIRO; KELM; BAUM et al., 1998; TSCHERNE; GARCÍA-SASTRE, 

2011). 

A necessidade de melhorar a vigilância epidemiológica do IAV nos suínos foi 

destacada pelo surgimento do vírus da pandemia H1N1 em 2009. Três principais 

subtipos do vírus da Influenza Suína (SIV) têm circulado em populações suínas em 

todo o mundo: H1N1, H1N2 e H3N2. Esses subtipos evoluem constantemente, 

produzindo diferentes linhagens contendo componentes genéticos derivados de 

cepas de influenza aviária e humana. Até o momento, a persistência endêmica do 

SIV em rebanhos suínos inclui diversos vírus recombinantes (CADOR; ANDRAUD; 

WILLEM; ROSE, 2017; VINCENT; AWADA; BROWN; CHEN et al., 2014).  O 

aumento da vigilância global da gripe em suínos fornece a primeira oportunidade de 

estimar a extensão da transmissão humano-suíno do IAVs. 
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2.2 VÍRUS ZIKA 

O Zika vírus (ZIKV), arbovírus pertencente à família Flaviviridade, foi isolado pela 

primeira vez em 1947 de um macaco rhesus febril na Floresta Zika de Uganda e, 

posteriormente, identificado em mosquitos Aedes africanus da mesma floresta 

(DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952).  

Poucos estudos foram desenvolvidos desde o aparecimento do Zika até o ano 

de 2007, quando o vírus reemergiu causando epidemias de uma doença semelhante 

a dengue nas ilhas do Pacífico e na América Latina, com casos relatados também 

em outros continentes (DUFFY; CHEN; HANCOCK; POWERS et al., 2009). No início 

de 2015 diversos estados do Nordeste do Brasil relataram surtos de infecção por 

ZIKV (ZANLUCA; MELO; MOSIMANN; SANTOS et al., 2015). A associação entre 

infecção por ZIKV e sinais neurológicos em adultos foi confirmada em outubro de 

2015, a associação entre a infecção ZIKV e os casos de microcefalia neonatal foi 

estabelecida, através da investigação clínica e epidemiológica (TEIXEIRA; COSTA; 

DE OLIVEIRA; NUNES et al., 2016). 

Embora a maioria dos pacientes infectados pelo ZIKV tenha uma doença 

febril aguda, alguns pacientes podem desenvolver complicações neurológicas 

graves, como a síndrome de Guillain-Barré, ou infecções fatais disseminadas 

(CHAN; YIP; TSANG; TEE et al., 2016).  

2.2.1 Organização genômica 

O ZIKV pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, que compreende os 

vírus do Oeste do Nilo (WNV), Febre Amarela (YFV) e Dengue (DENV) (BASARAB; 

BOWMAN; AARONS; CROPLEY, 2016). O ZIKV é um vírus RNA fita simples de 

sentido positivo não segmentado, com aproximadamente 11Kb (CUNHA; 

ESPOSITO; ROCCO; MAEDA et al., 2016).  A partícula viral é esférica, com um 

diâmetro de 50 nm, e é envolvida por uma proteína de superfície disposta de 

maneira semelhante ao icosaédro (ATIF; AZEEM; SARWAR; BASHIR, 2016). 

O genoma do ZIKV é traduzido em uma poliproteína longa no citoplasma das 

células infectadas. A poliproteína é adicionalmente clivada e processada por 

proteases do hospedeiro ou proteases virais em três proteínas estruturais (proteína 

precursora da membrana (prM), proteína envelope (E) e proteína capsídeo (C) e 
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sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3 , NS4A, NS4B e NS5) em 

um estágio posterior (Figura 6) (CHAMBERS; HAHN; GALLER; RICE, 1990). 

 

Figura 6. Organização genômica do ZIKV. Após processamento, a poliproteína dá origem a três 

proteínas estruturais e sete não estruturais. Adaptado de (SHI; GAO, 2017) 

 

2.2.2 Proteínas virais 

As proteínas estruturais formam a partícula viral, enquanto as proteínas não 

estruturais desempenham funções essenciais na replicação do genoma, 

processamento de poliproteínas e manipulação de respostas do hospedeiro para 

vantagem viral. 

As proteínas estruturais são o capsídeo (C) que codifica a proteína-C, a 

proteína precursora da membrana prM e o envelope que codifica a proteína E (SHI; 

GAO, 2017).  

A proteína do capsídeo dos flavivírus é considerada um importante alvo para 

o desenvolvimento de fármacos anti-flavivírus devido ao seu importante papel na 

biologia viral. Múltiplas subunidades da proteína C formam o nucleocapsídeo do 

vírus e envolve o material genético viral (MISHRA; UVERSKY; GIRI, 2018). O 

capsídeo viral é feito de proteína C, tem forma icosaédrica e é circundada por uma 

membrana lipídica derivada do hospedeiro e, além do papel de apoio à estrutura, a 

proteína capsidial também está envolvida nas funções associadas à replicação viral 

(SHI; GAO, 2017). 

A proteína E é o principal componente envolvido na ligação ao receptor, fusão 

na membrana e reconhecimento imunológico do hospedeiro, e a proteína M está 

escondida sob a camada de proteína E. Semelhante a outros flavivírus, a proteína E 

do ZIKV compreende quatro domínios: o domínio transmembrana, que é 

responsável pela âncora de membrana; e os domínios I, II e III, que constituem o 
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restante predominantemente da porção superficial da cadeia proteica(SHI; GAO, 

2017). 

  A proteina M compreende uma volta no terminal N (anel M) e região 

transmembranares, que ancoram a proteína M à membrana lipídica. A prM possui 

atividade semelhante à chaperona para a proteína Envelope e desempenha um 

papel fundamental na maturação da partícula viral de um estado imaturo para uma 

forma madura. A forma madura do vírus é virulenta, fusogênica e infecciosa, e 

também tem tendência de aderência com a membrana da célula hospedeira (WANG; 

THURMOND; ISLAS; HUI et al., 2017). 

A proteína NS1 está associada á patogênese viral. Esta proteína é 

translocada para o lúmen do retículo endoplasmático e neste compartimento assume 

uma forma dimérica em associação com a membrana das células infectadas. O 

complexo de replicação é formado por proteínas virais transmembranares, enzimas 

virais e proteínas NS1 (BROWN; AKEY; KONWERSKI; TARRASCH et al., 2016).  

A NS1 é secretada como partícula de lipoproteína hexamérica das células 

infectada. Os mecanismos moleculares da patogênese da NS1 estão relativamente 

bem estabelecidos para os flavivírus DENV e WNV, porém ainda não estão bem 

estabelecidos para o ZIKV (EDELING; DIAMOND; FREMONT, 2014). 

O NS2A está funcionalmente envolvido na montagem do vírus, e juntamente 

com os componentes do complexo de replicação, participa da replicação viral, se 

ligando à 3′ UTR (região não traduzida) do RNA viral (PHOO; LI; ZHANG; LEE et al., 

2016). A proteína NS2A tem papel funcional na secreção e montagem de partículas 

virais, assim como está envolvida na síntese de RNA viral e participa na formação de 

membrana induzida por vírus e na inibição da resposta do interferon α / β (MISHRA; 

UVERSKY; GIRI, 2018). 

O ZIKV NS2B é uma proteína de membrana de 130 resíduos de comprimento 

acoplada à interação com o NS3 para formar um complexo protease NS2B-NS3 

ativo (WANG; THURMOND; ISLAS; HUI et al., 2017).  

A proteína NS3 do ZIKV é composta de 617 resíduos de aminoácidos. É uma 

enzima que contem um domínio N-terminal com função de protease e um domínio C-

terminal com função de helicase. O domínio de protease é formado pelo trecho de 

resíduos de aminoácidos 1-167, enquanto o domínio helicase compreende a região 

entre os resíduos 168-617. Tanto a atividade enzimática de protease e helicase de 

NS3 são essenciais para o processamento de poliproteínas e replicação viral, 
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respectivamente. O complexo protease NS2B-NS3 é responsável por todas as 

clivagens citoplasmáticas, incluindo nas junções entre as proteínas NS2A / NS2B, 

NS2B / NS3, NS3 / NS4A e NS4B / NS5 e dentro das proteínas da cápside, NS2A e 

NS4A (LUO; VASUDEVAN; LESCAR, 2015). 

A replicação de flavivírus é facilitada pelo complexo associado à membrana 

viral, onde as proteínas NS2A, NS2B, NS4A e NS4B agem como um suporte para 

a formação do complexo. Outro papel da NS4A é controlar a atividade ATPase da 

helicase NS3, e a proteína NS4B participa na inibição da resposta imune via 

sinalização do interferon. A NS4A e a proteína NS4B envolvidas na inibição da via 

de sinalização de Akt-mTOR levam à neurogênese defeituosa que resulta em 

autofagia em células-tronco neurais de fetos humanos (LIANG; LUO; ZENG; CHEN 

et al., 2016). 

Esta proteína não estrutural é necessária para a replicação do genoma de 

RNA dos flavivírus. NS5 é uma proteína complexa com atividade catalítica dupla, 

onde o domínio N-terminal de ZIKV NS5 (resíduos 1 a 255) é caracterizado pela 

atividade metiltransferase, enquanto o domínio C-terminal (resíduos 274-892) tem 

atividade de RNA polimerase dependente da RNA (RdRp). Outro papel importante 

da NS5 é suprimir a sinalização de IFN, que é mediada pela degradação 

dependente de proteassomas do STAT2 humano (UPADHYAY; CYR; 

LONGENECKER; TRIPATHI et al., 2017).  

2.2.3 Suínos como Modelo Animal da infecção por ZIKV 

O ZIKV é transmitido para os seres humanos principalmente pela picada de 

mosquitos infectados. Porém, até o momento, a pesquisa do ZIKV tem sido focada 

principalmente na patogênese das complicações neurológicas associadas ao ZIKV. 

Já seus potenciais reservatórios animais ainda é controverso. Recentemente nosso 

grupo publicou um artigo de revisão sobre os modelos in vitro e in vivo para o estudo 

do ZIKV (PENA; MIRANDA GUARINES; DUARTE SILVA; SALES LEAL et al., 2018).  

Os suínos são usados como modelo para a pesquisa biomédica porque 

compartilham semelhanças em vários aspectos da anatomia, fisiologia, genética e 

resposta imunológica. Em relação à sua imunidade, os suínos assemelham-se muito 

aos humanos em mais de 80% dos parâmetros imunológicos, em oposição a menos 

de 10% dos camundongos (MEURENS; SUMMERFIELD; NAUWYNCK; SAIF et al., 

2012). Além disso, os suínos são suscetíveis a vários flavivírus, incluindo DENV, 

WNV e JEV, devido a essa suscetibilidade, é importante avaliar o comportamento 
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desses animais frente a infecção pelo ZIKV (DARBELLAY; LAI; BABIUK; BERHANE 

et al., 2017). 

 Com base nisso, leitões neonatos infectados experimentalmente com uma 

cepa porto-riquenha de ZIKV de 2015 usando três diferentes rotas de inoculação: 

intracerebral, intradérmica e intraperitoneal, demonstraram que dois dos onze leitões 

inoculados intracerebralmente, uma rota não natural de infecção, exibiam fraqueza 

nas pernas, ataxia e tremor. A infecção pelo ZIKV em leitões resulta em 

soroconversão e viremia de baixo título, viriúria e replicação do vírus em órgãos 

internos, demonstrando que os suínos recém-nascidos podem ser usados como 

modelo para estudar alguns aspectos da biologia do ZIKV. Um estudo independente 

usando leitões de três meses de idade não detectou viremia ou sinais clínicos 

evidentes, embora os animais soroconverteram após a inoculação (RAGAN; 

BLIZZARD; GORDY; BOWEN, 2017).  

Darbellay et al.,2017 inoculou o ZIKV diretamente nos fetos porcinos in utero 

no líquido amniótico ou intracerebral. Na prole infectada, alguns leitões 

apresentaram retardo do crescimento, tinham cérebros subdimensionados, 

convulsões, perna de trás espalhada, taxa de crescimento reduzida, comportamento 

agressivo (DARBELLAY; COX; LAI; DELGADO-ORTEGA et al., 2017). 

Em outro estudo, leitões recém-nascidos foram inoculados com ZIKV por via 

intracerebral e por via intraperitoneal, ambos os grupos de animais soroconverteram 

e apresentaram baixa viremia, virúria e replicação viral em órgãos internos, 

demonstrando que, suínos inoculados com ZIKV através de diferentes vias são 

capazes de produzir IgM, IgG e anticorpos neutralizantes contra o ZIKV 

(DARBELLAY; LAI; BABIUK; BERHANE et al., 2017). 

No trabalho de Wichgers Schreu et al.,2018, observou-se microcefalia em 

dois dos 15 suínos inoculados in utero e neuropatologia leve a grave, caracterizada 

por depleção neuronal nos córtices cerebrais de vários lobos, em todos os fetos 

(WICHGERS SCHREUR; VAN KEULEN; ANJEMA; KANT et al., 2018). 

A partir desses estudos iniciais, parece que os suínos poderiam servir como 

reservatórios para o ZIKV, mas não como hospedeiros amplificadores, dada a baixa 

viremia após a infecção. No entanto, estudos adicionais usando um número maior de 

animais são necessários para esclarecer o papel dos suínos na epidemiologia do 

ZIKV. 
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Até o momento nenhum caso de infecção natural pelo vírus Zika em suínos foi 

descrita. Contudo com base na ampla distribuição de A. aegypti, A. albopictus e 

outros gêneros de mosquitos, como Culex, capazes de transmitir o vírus, e a 

proximidade desses mosquitos com diversas espécies de mamíferos nas áreas 

urbanas e rurais em todo o país, o transbordamento do ZIKV para outros animais é 

um cenário potencialmente real. Um ciclo de vida selvagem lançaria uma nova 

dinâmica de transmissão com impactos desconhecidos em outras espécies animais, 

incluindo seres humanos. 

O ensaio PRNT faz parte de um dos 3 métodos para diagnosticar a infecção pelo 

ZIKV. Ainda é considerado o padrão-ouro para a sorologia de arbovírus, pois em 

infecções primárias, é altamente específico. Os outros dois métodos consistem na 

detecção de RNA viral por qRT-PCR e detecção de anticorpos IgM reativos ao ZIKV 

por ELISA. Os testes moleculares são os mais indicados para a detecção do ZIKV 

na fase aguda e os ensaios sorológicos são indicados a partir do quarto dia de 

infecção. Amostras positivas nos ensaios de ELISA devem ser confirmadas pelo 

PRNT devido à possibilidade de reações cruzadas com outros flavivírus (SHAN; XIE; 

REN; LOEFFELHOLZ et al., 2017) (MUSSO; GUBLER, 2016). 

2.2.4 Situação epidemiológica da infecção por ZIKV 

Em 2007, o primeiro surto de ZIKV foi relatado na ilha de Yap, Micronésia, 

seguido por epidemias em várias ilhas do Pacífico, incluindo a Polinésia Francesa, 

entre 2013 e 2014 (DUFFY; CHEN; HANCOCK; POWERS et al., 2009).  Os 

primeiros relatos de um surto desconhecido de doença exantemática no Brasil, 

posteriormente identificado como infecção pelo ZIKV, foram emitidos em dezembro 

de 2014. Em maio de 2015, a disseminação do ZIKV entre a população local foi 

confirmada laboratorialmente, primeiro nos estados de Pernambuco (PE). Rio 

Grande do Norte (RN) e Bahia (BA) na região Nordeste, depois em outros estados 

das regiões Centro-Oeste e Sudeste. Até setembro de 2019 foram registrados 9.813 

casos prováveis de Zika em todo país, com dois óbitos confirmados no Estado da 

Paraíba (Figura 7).  
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Figura 7. Casos prováveis de infecção aguda pelo vírus Zika por semana epedemiológica até a 

semana 33. No gráfico são mostrados os casos nos anos de 2018 e 2019. Fonte: Sinan NET 

 

2.3  Sanidade nos Planteis Suinícolas no Estado de Pernambuco 

Segundo dados mais recentes do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), em 2016, o Brasil ocupava o quinto lugar no ranking 

mundial de produção de suínos, com uma população de 39 milhões de cabeças, 

sendo 6,32 milhões apenas na região Nordeste do país. Entre 15-18% da produção 

é vendida para o mercado externo, tornando o Brasil o 4º maior exportador de carne 

suína mundial (SUÍNOS, 2017). 

A produção de suínos tem crescido nos últimos 15 anos devido a melhorias 

realizadas na cadeia produtiva, como a tecnificação das granjas, melhoramentos 

genéticos para produção de matrizes de alto desempenho e o desenvolvimento de 

vacinas e fármacos para combate das principais doenças que prejudicam a 

produção. Porém, uma das principais barreiras para o comércio internacional da 

carne suína brasileira para mercados exigentes é a ocorrência de enfermidades de 

notificação obrigatória e de importância econômica no país, entre elas, citam-se 

peste suína clássica, doença de Aujeszky e Influenza Suína (SUÍNOS, 2017).  

A gripe suína é uma infecção viral altamente contagiosa em suínos, sendo 

uma doença de grande importância econômica para a indústria suinícola, devido ao 

seu envolvimento como um dos principais cofatores para o desenvolvimento de 

infecções secundárias tanto por vírus como por bactérias e também por gerar casos 
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graves de doença pulmonar especialmente em leitões, levando a retardo de 

crescimento e diminuição de peso, o que leva a perdas econômicas (DEBLANC; 

ROBERT; PINARD; GORIN et al., 2013; FABLET; MAROIS-CRÉHAN; SIMON; 

GRASLAND et al., 2012; JIMÉNEZ; RAMÍREZ NIETO; ALFONSO; CORREA, 2014). 

A escassez de informação sobre os vírus circulantes em suínos na Região 

Nordeste e no Estado de Pernambuco dificultam a tomada de medidas preventivas. 

Portanto, este estudo é um passo importante para determinar a situação 

epidemiológica em que se encontram os rebanhos do Estado de Pernambuco, para 

prevenir a gênese e disseminação de novos vírus para humanos.



37 

 

 

 

3 RESULTADOS 

3.1 MOLECULAR PREVALENCE OF SWINE INFLUENZA VIRUS ON FARMS IN 

NORTHEAST BRAZIL 

Abstract 

Swine production in Brazil has grown over the last 15 years due to 

improvements in the production chain, such as farm modernization, genetic 

improvement for the production of high-performance matrices and breeding herds 

and control of the main diseases that hinder production. Influenza A virus (IAV) is a 

major cause of respiratory disease in pigs, but the epidemiology of swine influenza in 

Brazil is still poorly understood. A molecular survey was carried out in 500 animals 

from 15 farms and 2 municipal slaughterhouses in the state of Pernambuco, 

northeastern Brazil. We found  9.6% (48/500) of the samples positive for influenza 

type A by qRT-PCR, Some of the viruses were sequenced by NGS and phylogenetic 

analyzes revealed that they grouped with human H3N2 subtypes that circulated 

between 2015 and 2017. In conclusion, our results demonstrated the circulation of 

influenza human-like strains between farms and slaughterhouses in northeastern 

Brazil.  

1. Introduction 

Swine influenza is an acute respiratory disease caused by the influenza A virus 

(IAV) (VINCENT; AWADA; BROWN; CHEN et al., 2014). IAV belongs to 

the Orthomyxoviridae family whose genetic material consists of eigth negative sense 

single stranded RNA segments (BOUVIER; PALESE, 2008). Hemagglutinin (HA) and 

neuraminidase (NA) glycoproteins expressed on the surface of viral particles play a 

role in adherence, spread and are vital for antigenicity (SRIWILAIJAROEN; SUZUKI, 

2012; ZANIN; DUAN; WONG; KUMAR et al., 2017). 

 Pigs infected with swine influenza virus (SIV) show clinical signs of acute 

respiratory disease and the severity of which depends on several factors, such as the 

animal's immune status, viral strain and the presence of secondary infections, and 

may present clinical signs ranging from cough and sneezing to prostration (HEALTH, 

2009; VINCENT; AWADA; BROWN; CHEN et al., 2014).In addition to economic 
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losses, SIV also poses a zoonotic risk and can be transmitted to people who have 

close contact with these animals (MOSTAFA; ABDELWHAB; METTENLEITER; 

PLESCHKA, 2018; SCHRAUWEN; FOUCHIER, 2014). 

In April 2009, a new swine IAV (H1N1), designated as A (H1N1) pdm09, emerged 

in Mexico and the United States and spread rapidly throughout the world ((CDC), 

2009). This new virus was generated by the rearrangement between circulating 

strains in swine (SMITH; VIJAYKRISHNA; BAHL; LYCETT et al., 2009). The zoonotic 

potential of SIV represents a threat to public health, since the swine to human and 

human to swine transmission has been documented (NELSON; GRAMER; 

VINCENT; HOLMES, 2012; RITH; NETRABUKKANA; SORN; MUMFORD et al., 

2013; SONG; LEE; PASCUA; BAEK et al., 2010). Therefore, the control and 

monitoring of SIV is important to minimize the economic impact of this pathogen to 

the pork industry and the consequences for public health. 

In Brazil, because it is not a disease of compulsory notification, the data about 

circulating strains in the country is scarce, especially in the Northeast of the country 

where the production is basically made for subsistence, and the production is little 

modernized (Associação Brasileira de Criadores de Suínos, 2017). The aim of the 

present study was to provide a molecular and serological view of SIV in swine from 

northeastern Brazil. 

2. Materials and methods 

2.1. Sample collection 

Collection of swine nasal swab or lung specimens was carried out on farms 

and municipal slaughterhouses during 2017-2018. Swine samples of varying ages 

were collected. Nasal or lung swabs (in the case of slaughterhouses) were also 

collected in cryogenic vials containing transport medium (brain heart infusion medium 

3.4%, supplemented with 10,000 U / mL penicillin G, 2 mg / mL streptomycin, 1 mg / 

ml gentamicin and 0.02 mg / ml amphotericin B). These were immediately transferred 

to an ice pack for transport to the laboratory for testing and storage at -80 ° C.  

2.2. RNA extraction 

Viral RNA was extracted from swine respiratory specimens using QIAamp viral 

RNA mini kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA) according to the manufacturer's 

instructions. Nanodrop reader (NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer, Thermo 
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Scientific, Wilmington, DE, USA) was used to test the concentration and purity of the 

extracted RNAs. 

2.3. Real time RT-PCR (RT-qPCR) 

RT-qPCR assay targeting the M gene (118nt) of influenza type A were 

performed with 5 μL of RNA as described previously (HEALTH, 2009). Detection was 

performed using the GoTaq® probe-1-step RT-qPCR system kit (Promega) 

according to the manufacturer's protocol. For each reaction one negative control no-

template containing water and a positive RNA control of a reference virus 

(A/PR/8/1934(H1N1)) were included in each run. 

2.4. RT-PCR and Next Generation Sequencing 

The multisegment reverse transcription of influenza A-positive samples was 

performed using the ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega, USA) and 

the cDNA was amplified using Hot Start Taq DNA Polymerase®(New England 

Biolabs) according to manufacturer’s instructions using the Opti1 primer set with 

influenza-specific universal primers complementary to the conserved 12–3 

nucleotides at the end of all eight genomic segments: Opti1-F1 5′-

GTTACGCGCCAGCAAAAGCAGG, Opti1-F2 5′ GTTACGCGCCAGCGAAAGCAGG 

and Opti1-R1 5′ GTTACGCGCCAGTAGAAACAAGG. Influenza genome was 

sequencing using the Illumina MiSeq platform. Paired-end library was prepared using 

the  Nextera™ XT DNA library kit (Illumina, San Diego, CA, USA) and sequencing 

was performed using a 150-cycle (2 × 75-bp paired-end) MiSeq v3 reagent kit 

(Illumina) via MiSeq platform according to the manufacturer’s protocols. Low-quality 

reads in demultiplexed data were removed and 3′ terminal nucleotides were trimmed 

with Trimmomatic 0.36 software and de novo assemble was performed using Velvet 

1.2.10. 

To determine the evolutionary relationships of the virus, phylogenetic analyses 

were performed using the neighbor-joining method with 1000 bootstrap using the 

MEGA v.4 (TAMURA; DUDLEY; NEI; KUMAR, 2007)  

2.5. Ethical considerations 

This project was approved by the Animal Use Ethics Committee (CEUA) of 

Fiocruz / PE (protocol number 90/2015) and also by the National Technical Biosafety 
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Commission (CTNBio) (technical opinion No. 5.643 / 2017) meets all the 

requirements of the “Arouca Law” (Law 11,794, of 10.8.2008). 

3. Results 

3.2. Molecular detection of SIV infection 

Molecular diagnosis by qRT-PCR showed that 9.6% (48/500) of the samples 

were positive for influenza type A (detection of genes in the matrix). Positive samples 

were from São Bento do Una (70.83%), Pedra (10.41%), Alagoinha (6.25%), Paulista 

(8.3%), Recife (2.08%) and Lajedo (2.08%) (Fig 1).  

 

Fig.1. Spatial pattern of influenza A infection among pigs in Pernambuco, Brazil, 2017-
2018. Map shows the collected cities and their respective percentages of positivity in the 
metropolitan region; Cities represented in white were collected, but there were no IAV 
positive animals in qRT-PCR; the cities represented in gray were not collected. 

 

Of the 17 sites used for the study, the IAV was confirmed in nine sites. The 

proportion of cases per positive location is shown in Table 1. 

Table 1. Distribution of cases of influenza A per location during the study 

Local 
government 

area 

Location Sample 
size (n) 

Type of 
sample 

Number of 
positive 
cases 

Detection rate 
per location 

(%) 

Metropolitan 
Paulista 20 Lung 04 20 

Recife 14 Swab 01 7.14 
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Region (MR) 

 

Igarassu 07 Swab - - 

Abreu e Lima 10 Lung - - 

Total per 

region 

 51  05 9.8 

Zona da 

Mata (ZM) 

 

Paudalho 15 Lung - - 

Carpina (Farm 1) 11 Swab - - 

Carpina (Farm 2) 08 Swab - - 

Total per 

region 

 34  0 0 

 

 

Agreste 

(AG) 

Alagoinha 69 Swab 03 4.35 

Cachoeirinha 62 Swab - - 

Caetés 09 Swab - - 

Garanhuns 16 Swab - - 

Lajedo 18 Lung 01 5.55 

Pedra 81 Swab 05 6.17 

São Bento do 

Una (Farm 1) 

21 Swab 08 38.09 

São Bento do 

Una (Farm 2) 

30 Swab 11 36.66 

São Bento do 

Una (Farm 3) 

39 Swab 15 38.46 

Venturosa 70 Swab - - 

Total per 

region 

 415  43 10.36 

TOTAL  500  48  

 

3.3. Next-generation sequencing 

In the analysis readings similar to the swine genomes and some known swine 

bacteria were filtered and the remaining readings were tested for similarity to 

influenza virus from the GenBank and Fludb databases. Among the ~2M readings 

generated, 15% were found as swine genomic material, and ~ 58% mapped to 

bacterial genomes were filtered, leaving ~ 540,000 readings to be further analyzed. 

Bowtie 2.0 was used to assemble the remaining readings were gathered into 2,000 

larger segments (contigs). The vast majority of these contigs have been mapped as a 

bacterial and fungal source. Virus mapped contigs were mapped to Hepatitis B virus 

(HBV) and two contigs mapped Influenza B virus (IBV).  

Only a small number of mapped contigs were mapped to IAV (~21 contigs 

between 400- 1300bp with average coverage~22,631,887). For each segment: PB2 

(1 contig; 400bp), PB1 (1 contig; 430bp), PA (3 contigs; 481-1008bp), HA (4 contigs; 
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400-1300bp), NP (1contig; 300bp), NA (3 contigs ; 300-400bp), M (2 contigs; 400-

500bp) and NS (4 contgs; 420-440bp). 

Phylogenetic analysis revealed 4 HA fragments obtained from Pernambuco 

pigs during this study grouped with H3 subtype strains that circulated in humans 

between 2012 and 2014. These fragments had similarities with the human strains 

circulating in the state of Pernambuco in 2014 (Fig. 2A). The 3 fragments from NA 

gene clusttered with N2 subtype from swine circulate in Chile (Curico and Maule) in 

2015 (Fig.2B).  

 
 

 
Fig.2. Evolutionary relationships of partial nucleotide sequences (200-6509 bp) of 
swine samples. (a) HA from the H3 subtype and (b) NA from de N2 subtype. Phylogenetic 
analyses were performed and the tree was constructed via the neighbor-joining method with 

1000 bootstrap replicates in MEGA4. 
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Phylogenetic analysis of the polymerases fragment-genes showed that the 

Pernambuco virus sequences were distributed in the South American lineage group, 

which has human’s strains from Santiago- Chile  and South Brazil (Rio grande do Sul 

and Santa Catarina)(Fig.3). 

 

 
Fig.3. Phylogenetic trees of the PB2, PB1 and PA genes of Pernambuco swine 
influenza viruses. 

 

Notably, the NP, M and NS genes of the sequenced strains were closely 

related to those of the H3N2 virus emerging in China and the United States (Fig. 4). 
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Fig.4. Phylogenetic trees of the NP, M and NS genes of Pernambuco swine influenza 
viruses. 

 
4. Discussion  

Respiratory diseases in pigs are a major health problem in swine production, 

with Influenza A virus being a major agent (ROSE; HERVÉ; EVENO; BARBIER et al., 

2013). Besides economic losses, the importance of swine in influenza virus 

generation and dispersion is well described and numerous environmental and host 

factors are involved in this process (LONG; MISTRY; HASLAM; BARCLAY, 2019).  

During this study, the overall prevalence of SIV infection among Pernambuco 

pigs, northeastern Brazil (9.6%) similar rates were reported in other regions of the 

world where the prevalence of positivity in the diagnosis for SIV ranged from 7,8% to 

12,3% (BROOKES; IRVINE; NUNEZ; CLIFFORD et al., 2009; ROSE; HERVÉ; 

EVENO; BARBIER et al., 2013). This findings also corroborate with clinical status 

observed in the herds studied, in which many animals presented mild to intense 

respiratory symptoms at the time of collection.  
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Most of the positive samples (70,86%) were found in the Agreste region where 

there was a greater number of visited farms and collected animals. In addition, swine 

rearing is extremely rudimentary and many farmers feed the animals with 

unprocessed poultry carcasses. This facilitates viral exchange and favors the 

emergence of potentially infectious recombinant viruses for humans and animals and 

represent a risk factor for animals to acquire viruses and other pathogens 

(CARNERO; KITAYAMA; DIAZ; GARVICH et al., 2018).  

Of the 18 IAV positive samples that were sequenced using the NGS it was not 

possible to sequence the complete genome of the IAVs present in the samples, 

generating many related readings of contaminant genomes present in the sample. 

However, it was possible to identify the presence of other bacterial and viral 

pathogens, which may be of interest to identify pathogens associated with SIV 

infections in swine. 

In this study, we used the amplicon sequencing protocol of clinical samples to 

analyze the full genome of the influenza virus, unfortunately it was not possible to 

retrieve the full genome of the samples due to the large number of bacterial and 

genomic contaminant sequences.  Previously, Rosseel et al., 2012 demonstrated that 

analysis of metagenomic sequencing could detect unknown viruses in clinical 

specimens  (ROSSEEL; SCHEUCH; HÖPER; DE REGGE et al., 2012). However, 

this clinical sample sequencing scheme has lower levels of sensitivity and specificity 

compared to the isolated sample amplicon sequencing protocol due to contamination 

by large amounts of host genome fragments and also other microorganisms present 

in the sample (IMAI; TAMURA; TANIGAKI; TAKIZAWA et al., 2018). Depletion of 

host/microbiota components (ribosomal RNA and poly-A RNA) and total DNA / cDNA 

amplification are routine methods for improving recovery results (MATRANGA; 

ANDERSEN; WINNICKI; BUSBY et al., 2014), but Li et al.,2016 demonstrated these 

methods may introduce biased distributions of reading coverage over the genome of 

the IAV, making it difficult to assemble the genome. Also demonstrated that viral 

serotyping was also affected by pre-treatments (LI; LI; ZHOU; QU et al., 2016). 

 Phylogenetic analysis of the HA and NA fragments indicated that the 

sequenced strains belonged to H3N2 strains with circulating human strains in Latin 

and North America between 2012 and 2018. Internal genes were closely related to 

H3 viruses in China and the United States. These results follow an intense viral 

exchange between humans and swine, however, due to the small amount of human 
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and swine sequences from Brazil, we could not analyze in more detail the sequences 

found in this study with the most recent viral sequences. 

So far few studies have performed the diagnosis and molecular 

characterization of SIV here in Brazil, but the presence of human influenza H1N1 

virus (pandemic 2009) has been confirmed in swine respiratory disease outbreaks on 

farms in southern regions (Paraná and Rio Grande do Sul), Midwest (Mato Grosso) 

and Southeast (Minas Gerais and São Paulo) of Brazil, during the years 2009-2010, 

which proves the spread of human viruses in Brazilian swine herds (RAJÃO; COSTA; 

BRASIL; DEL PUERTO et al., 2013), however to date there is no data in the herds in 

Northeast Brazil.  

In conclusion, we confirm the circulation of IAV among swine in northeastern 

Brazil, and we also report the similarity to IAV strains similar to human strains 

circulating between 2015 and 2017. This study highlights the importance of 

monitoring circulating strains among pigs to prevent the occurrence of zoonoses.  
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3.2 SEROPREVALENCE OF INFLUENZA A H1N1PDM AND H3N2 VIRUS IN 

DOMESTIC SWINE IN PERNAMBUCO, BRAZIL 

Abstract 

The aim of this study was to provide an overview of the serological status of 

the H1N1 pdm09 and H3N2 influenza viruses in pigs residing in northeastern 

Pernambuco in 2017-2018. A serological survey was carried out on 343 pigs from 14 

farms and 2 slaughterhouses located in Pernambuco, Brazil. Serological data 

showed that 92.60% of the sera were positive for the H1N1pdm09 subtype, 86.2% for 

the H3N2 subtype and 84.54% for both subtypes. All farms collected showed positive 

animals for both viral subtypes the level of seropositivity suggests high exposure to 

virus. About 42.60% of the collected farms used to feed pigs with carcasses of raw 

birds that resulting in indirect but frequent interspecies contacts. In summary, our 

results showed high seroprevalence of IAV, H1N1pdm09 and H3N2, in pig 

populations in the state of Pernambuco, northeastern Brazil during 2017 and 2018 

this high prevalence may be related to factors related to animal management and low 

biosafety. 

 

1. INTRODUCTION 

Brazilian pig production has grown over the past 15 years due to 

improvements in the production chain, such as the farm technification, genetic 

improvement for the production of high-performance breeding stock and the 

development of vaccines and drugs to combat the main diseases that hinder 

production. However, one of the main barriers to the international trade in Brazilian 

pork for demanding markets is the occurrence of economically important diseases in 

the country, including classical swine fever, Aujeszky's disease and swine influenza 

(SUÍNOS, 2017).  

Swine influenza is a highly contagious viral infection in pigs, being a disease of 

great economic importance for the pig industry, due to its involvement as one of the 

main cofactors for the development of secondary infections by both viruses and 

bacteria and also by generating cases severe lung disease, especially in piglets, 

leading to growth retardation and weight loss, which leads to economic losses 

(DEBLANC; ROBERT; PINARD; GORIN et al., 2013; FABLET; MAROIS-CRÉHAN; 
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SIMON; GRASLAND et al., 2012; JIMÉNEZ; RAMÍREZ NIETO; ALFONSO; 

CORREA, 2014). 

Influenza A (IAV) viruses H1N1, H1N2 and H3N2 are endemic in swine 

populations worldwide. After the 2009 human pandemic (H1N1pdm09), several 

cases of transmission of this virus between humans and pigs have been reported, as 

evidence of reverse zoonosis, in addition to the appearance of several recombinant 

viruses (GARTEN; DAVIS; RUSSELL; SHU et al., 2009; NELSON; GRAMER; 

VINCENT; HOLMES, 2012; NELSON; VINCENT, 2015). 

The transmission of influenza viruses between pigs and humans is linked to 

the evolution of the virus and to the emergence of new transmissible strains capable 

of infecting human beings and spreading from person to person that can lead to 

pandemics (MOSTAFA; ABDELWHAB; METTENLEITER; PLESCHKA, 2018). 

Studies in Latin America have shown seroprevalence of IAV and evidence of 

transmission from humans to pigs (DIBÁRBORA; CAPPUCCIO; OLIVERA; 

QUIROGA et al., 2013; GONZALEZ-REICHE; RAMÍREZ; MÜLLER; ORELLANA et 

al., 2017; TINOCO; MONTGOMERY; KASPER; NELSON et al., 2016). However, 

there is still little information about the seroprevalence of IAV in the swine population 

in Brazil, especially in the Northeast region. 

Our study aimed to estimate the seroprevalence of IAV in populations of pigs 

living in the state of Pernambuco and to evaluate factors associated with the 

seroprevalence of IAV in these populations. 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Study area  

The study was carried out in the state of Pernambuco, Brazil (Fig. 1), the state 

is subdivided into five regions, with the Agreste region having the highest proportion 

of small-scale pig farmers in the state. Within the State, we selected three areas with 

the largest number of pig farms and breeding pigs to collect. 
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Figure 1. Spatial distribution of State of Pernambuco. (a) The location of Pernambuco 

State in Brazil; (b) Pernambuco is divided into 5 regions: Metropolitana, Mata, Agreste, 

Sertão and São Francisco. Sampling was performed on farms and slaughterhouses within 

the first 3 regions. 

2.2. Study design and sampling 

The collections were carried out between February 2017 and August 2018 in 

14 properties and 2 municipal slaughterhouses. At the time of sample collection, a 

form with the sanitary conditions of the place was filled out (cleaning of facility, food, 

exposure to birds and clinical signs such as fever, cough, nasal discharge). 

  Swine blood were collected from all age groups, including piglets, weaners, 

producers, finishers and sows. The number of pigs sampled was proportional to the 

size of the herd, with all animals sampled in small herds (<10 pigs) and up to 30 

animals sampled in herds with > 10 pigs. 

2.2. Viruses Isolation and Reverse Genetic rescue  

The A/Pernambuco/9511/2018 (H3N2) influenza virus was isolated in MDCK 

cells from a human patient with an influenza-like illness in January 2019. The  

A/Califórnia/04/2009 (H1N1) pandemic H1N1/09 virus was recovered through eight 

plasmids expressing viral genes kindly provided Dr. Daniel Perez (University of 

Georgia, USA). The H1N1/09 virus was generated by cell transfection in a co-culture 

of MDCK and HEK 293T cells following the protocol described previously by 

Hoffmann et al., 2002 (HOFFMANN; KRAUSS; PEREZ; WEBBY et al., 2002). These 
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viruses were propagated in MDCK cells, and used as the test viruses for 

hemagglutination inhibition (HI) assays. 

2.3. Hemagglutination-inhibition (HI) assay 

Serum samples were treated with receptor-destroying enzyme (RDE) (Sigma-

Aldrich) (1 part serum, 3 parts RDE) for 18 hours at 37 ° C, followed by heat 

inactivation at 56° C for 30 minutes. The viral strains tested were 

A/California/04/2009 (H1N1) and A/Pernambuco/9511/2018 (H3N3). A BALB/c 

mouse serum was used as negative control and a vaccinated human serum was 

used as positive control. Briefly, 25 μL of serial dilutions (1: 2) of the treated serum 

samples then mixed with 4 hemagglutinating units of the virus in a 96-well plate and 

incubated in room temperature for 30 minutes. Then 50 µl of 0.5% turkey red blood 

cells were added to each well and incubated at room temperature for 30 minutes. HI 

antibody titer is defined as the reciprocal of the highest serum dilution that completely 

inhibits the haemagglutination reaction. We defined HI antibody titers ≥20 were 

considered positive. 

2.4. Data analysis 

To estimate statistically significant differences, Fisher's exact test was carried 

out to compare the determined SIV antibody titers for each virus and based on 

location. Analyses were performed with a confidence level of 95% in GraphPad Prism 

6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 

2.5. Ethical considerations 

This project was approved by the Animal Use Ethics Committee (CEUA) of 

Fiocruz / PE (protocol number 90/2015) and also by the National Technical Biosafety 

Commission (CTNBio) (technical opinion No. 5.643 / 2017) meets all the 

requirements of the “Arouca Law” (Law 11,794, of 10.8.2008). 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

 

3.1. Serological survey of human H3N2 and pandemic H1N1/09  

 

The sample collection sites included 14 farms and 2 municipal 

slaughterhouses in the Metropolitan, Mata and Agreste of Pernambuco. The sampled 
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farms were between 07-100 animals. In all farms, positive samples were found for 

both viral subtypes tested. Serological analysis revealed that 86.2% of sera samples 

were positive for H3N2 subtype, 92.6% for H1N1 subtype and 6.18% were negative 

for both subtypes. Antibody titers were higher for H3N2 (media between 115 and 

866) than for H1N1 subtype (media between 204 and 229; p <0.05; Fig. 2A). H3N2 

titers were also higher when farms were analyzed individually (Fig. 2B). 

 

Fig. 2. Serology for IAV H3N2 and H1N1 subtypes in pig sera (n = 343). Antibody 
detection was performed by HI. Animals with titers less than or equal to 10 were considered 
negative. A) Comparison between serological titers for H3N2 and H1N1 subtypes; B) 
distribution of seroprevalence by farm and by subtype. 

 

3.2 Seroprevalence and associated factors 

 

The frequency of IAV positive herds and the estimated seroprevalence for 

each year are shown in Table 1. Regarding the IAV subtypes analyzed by the HI 

assay, 97.63% were positive for H1N1 pdm09 and 99.05 for H3N2 in 2017. One sera 

was negative for both IAV strains in the HI assay. In 2018, 67.44% were positive for 

H1N1pdm09, 64.34% were H3N2 and 29.355 (34/129) sera were negative in the HI 

test. HI titers ranged from 40 to ≥1280. 

Table 1. Seroprevalence of influenza A virus in pigs in 2017 and 2018 

Year H1N1 pdm09 

Prevalence % 

H3N2 Prevalence 

% 

Frequency 

positive herds 

2017 97.63 (206/211) 99.05 (209/211) 100 (8/8) 

2018 67.44 (87/129) 64.34 (83/129) 100 (8/8) 
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In all the farms visited there were domestic animals, such as cattle, goats, 

dogs and cats. About 78.57% raised domestic birds (turkeys, ducks, chickens) in 

direct contact with pigs. Some characteristics of the facilities are shown in Table 2. 

None of the farms vaccinated the animals against influenza virus and 42.60% used 

raw poultry carcasses to feed the animals. Only one farm did not have animals with 

symptoms of respiratory disease at the time of collection. 

Table 2. Characteristics of the farms collected 

Farm Type of 
production 

Presence 
of Poultry 

Animals 
vaccinated 
against SIV 

Respiratory 
symptoms 
at the time 

of collection 

Poultry 
offal 

feeding 

Average 
herd 

size (n) 

1 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes No 20 

2 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes No 30 

3 Farrow-to-
nursery 

No No No No 100 

4 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes Yes 80 

5 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes Yes 50 

6 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes Yes 100 

7 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes Yes 60 

8 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes Yes 20 

9 Farrow-to-
finish 

No No Yes No 
 

80 

10 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes Yes 60 

11 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes Yes 60 

12 Farrow-to-
finish 

Yes No Yes Yes 20 

13 Farrow-to-
finish 

No No Yes No 120 

14 Farrow-to-
finish 

No No Yes No 200 

Total  78.57 % 
(11/14) 

100 % 
(14/14) 

92.86% 
(13/14) 

42.60% 
(6/14) 

 

 
In the municipal slaughterhouses, the animals came from several farms and 

small properties, but we did not have access to information from the breeders and the 

animals were in quarantine and without clinical symptoms at the time of collection. 
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4. DISCUSSION  

 

Flu is an infectious disease caused by the IAV, the infection is characterized 

by fever, cough, muscle and joint pain, sore throat and runny nose, and can lead to 

hospitalization or death, especially in the elderly and children under 5 years. Annual 

influenza epidemics account for about three to five million cases of serious illness 

and 290,000 to 650,000 respiratory deaths worldwide (WHO, 2018). The importance 

of pigs in the generation and dispersion of the influenza virus is well described and 

several environmental and host factors are involved in this process (LONG; MISTRY; 

HASLAM; BARCLAY, 2019). 

This study documents the high circulation of the influenza virus, demonstrated 

by 92.6% seropositivity for H1N1pdm09 and 86.2% for H3N2 virus among the studied 

swine populations. Serological studies in Europe and Asia found a higher prevalence 

of H1N1 subtype than H3N2 (KYRIAKIS; PAPATSIROS; ATHANASIOU; VALIAKOS 

et al., 2016; LIU; WEI; TONG; TANG et al., 2011). A study in southern Brazil 

revealed a higher prevalence of the H1N1 subtype (RAJÃO; ALVES; DEL PUERTO; 

BRAZ et al., 2013). In northeastern Brazil, the H3N2 subtype presented the highest 

prevalence by the HI test.  

Since swine influenza vaccination was not practiced by the farmers in our 

study, 100% of farms collected showed positive animals for both viral subtypes the 

level of seropositivity suggests high exposure to virus. A common practice is to raise 

pigs together with poultry (chickens, turkeys and birds), dogs and cats. This 

promiscuity in swine farming facilitates viral exchange and favors the emergence of 

potentially infectious recombinant viruses for humans and animals (CARNERO; 

KITAYAMA; DIAZ; GARVICH et al., 2018). 

About 42.60% of the collected farms used to feed pigs with carcasses of raw 

birds. This practice is common in the Agreste Region, where there is a large 

production of birds, which leads to the use of birds not slaughtered by small-scale 

swine farms, resulting in indirect but frequent interspecies contacts, which can lead to 

inter-species transmission of bacterial or viral pathogens such as the influenza A 

virus. (CARNERO; KITAYAMA; DIAZ; GARVICH et al., 2018). 

In summary, our results showed high seroprevalence of IAV, H1N1pdm09 and 

H3N2, in pig populations in the state of Pernambuco, northeastern Brazil during 2017 
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and 2018. The seroprevalence of IAV in the studied populations may be associated 

with factors related to animal management and low biosafety. This study emphasizes 

the relevance of continued influenza surveillance in these populations, including 

future studies of the genetic/antigenic characterization of IAVs to estimate the risk 

they may pose to public health. 
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ABSTRACT 

Seasonal influenza is responsible for significant morbidity and mortality rates 

worldwide. Genomic characterization of circulating virus is essential to understand 

viral dynamics and emergence of new strains. Here, we sequenced the whole 

genome of a human influenza virus collected in the state of Pernambuco, 

northeastern Brazil, using next generation sequencing.  

Infection by seasonal influenza A viruses (IAV) is characterized by fever, 

cough, muscle and joint pain, sore throat and runny nose, which can lead to 

hospitalization or death, especially in older people and children under 5 years of age. 

Annual IAV epidemics account for about 3 to 5 million cases of serious illness and 

290,000 to 650,000 respiratory deaths worldwide (WHO, 2018). Based on their 

surface glycoproteins, IAV can be divided and classified into 18 HA subtypes and 11 
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NA subtypes, but IAV surveillance programs and advances in sequencing 

technologies may increase this number (TONG; ZHU; LI; SHI et al., 2013). Subtypes 

H1N1 and H3N2 are responsible for annual epidemics in humans worldwide 

(GROHSKOPF; SOKOLOW; BRODER; WALTER et al., 2018).  

The genomes of IAV are highly variable and evolve very rapidly, which 

contributes to their ability to escape the human immune system, cross species 

barriers or potentially create highly virulent strains (ZELDOVICH; LIU; RENZETTE; 

FOLL et al., 2015). With the emergence of new viral strains, knowledge of the strains 

circulates in different regions of the world is essential for selecting the most 

appropriate vaccine strains and also for early monitoring IAV evolution (SHU; 

MCCAULEY, 2017; SIMON; PICHON; VALETTE; BURFIN et al., 2019). Few 

sequences for IAV are available in Northeast Brazil. Here, we report, for the first time, 

the full-length sequencing of an IAV isolated from a human patient in Pernambuco 

state, Northeast Brazil. 

Viral RNA was extracted from MDCK culture supernatant infected with the 

strain A/Pernambuco/9511/2018(H3N2) using the QIAmp® Viral RNA Mini kit 

(Qiagen, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.  A multisegment 

reverse transcription was performed using the ImProm-II™ Reverse Transcription 

System (Promega, USA) and the cDNA was amplified using Hot Start Taq DNA 

Polymerase®(New England Biolabs) according to manufacturer’s instructions using 

the Opti1 primer set with influenza-specific universal primers complementary to the 

conserved 12–3 nucleotides at the end of all eight genomic segments: Opti1-F1 5′-

GTTACGCGCCAGCAAAAGCAGG, Opti1-F2 5′ GTTACGCGCCAGCGAAAGCAGG, 

and Opti1-R1 5′ GTTACGCGCCAGTAGAAACAAGG. Virus was sequenced using 

the Illumina MiSeq platform(Illumina, San Diego, CA, USA).Paired-end library was 

prepared using the  Nextera™ XT DNA library kit (Illumina) and sequencing was 

performed using a 150-cycle (2×75-bp paired-end) MiSeq v3 reagent kit (Illumina) 

according to the manufacturer’s protocols. Low-quality reads in demultiplexed data 

were removed and 3′ terminal nucleotides were trimmed with Trimmomatic 0.36 

software. Sequence assembly was performed using Bowtie2 and SAMTools using as 

a reference template the IAV strain A/New York/392/2004 (NCBI:txid335341). 

Complete genome sequencing of A/Recife/9511/2018 (H3N2) revealed 

approximately 99% nucleotide sequence identities with human H3N2 IAV  circulating 
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in United States  and South America (Santiago-Chile and South of Brazil) between 

2016 and 2018 (Table 1). 

Table 1 
Analysis of the PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M and NS genes for nucleotide similarity 

by BLAST with the most closely related strain for each respective segment. 

Segment Identity 

(%) 

BLAST hit Subtype GenBank 
accession no. 

PB2 99.83% A/Connecticut/23/2017 H3N2 MH601793.1 

 99.83%  A/Missouri/37/2018 H3N2 MH601793.1 

PB1 99,96 A/New Hampshire/15/2018 H3N2 MK268442.1 

 99,91 A/Rhode Island/06/2018 H3N2 MH358827.1 

PA 99,78 A/Santiago/RMS_op010d0/2017 H3N2 MH347221.1 

 99,73 A/USA/SC5633/2017 H3N2 MK168407.1 

HA 99,65 A/Maine/10/2018 H3N2 MK077371.1 

 99,15 A/Santiago/PUC-MVL_025/2018 H3N2 MK159859.1 

NP 99,68 A/USA/SC5967/2018 H3N2 MK168437.1 

 99,81 A/New Hampshire/29/2017 H3N2 MH082592.1 

 99,68 A/California/52/2018 H3N2 MK240803.1 

NA 99,73 A/Santiago/PUC-MVL_196/2017 H3N2 MH346578.1 

 99.72 A/Delaware/34/2017 H3N2 CY258015.1 

 99,66 A/Baltimore/0233/2017 H3N2 KY949690.1 

M 99,71 A/Santiago/PUC-MVL_042/2018 H3N2 MK159828.1 

 99.61 A/USA/SC4084/2017 H3N2 MK168383.1 

NS 99,78 A/Santiago/PUC-MVL_025/2018 H3N2 MK159857.1 

 99,55 A/Porto Alegre/LACENRS-

1013/2016 

H3N2 KY925441.1 

 

We describe here the complete genome of a H3N2 IAV clinical strain 

circulating in the state of Pernambuco, Northeastern Brazil. This result supports the 

use of complete genomic sequencing as a tool for identifying genetic traits associated 

with severe influenza in the context of influenza surveillance. 

 

Data availability. The GenBank accession numbers for the influenza virus genome 

sequence are MN787817-MN787824. 
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Abstract 

Background 

Brazil is a country with a large territorial area, divided into five Regions with great 

cultural and climatic differences. Few studies address the difference between viral 

seasonality between different regions of Brazil. The State of Pernambuco, located in 

the northeast region, has several peculiarities as to geographical relief and climate, 

ranging from the coastal area, mountains and semiarid regions, which may imply viral 

transmission. This study aims to characterize and compare the epidemiological and 

clinical patterns of influenza viruses in humans in patients with severe influenza-like 

disease (ILI) and severe acute respiratory disease (SARI) in Pernambuco, 

Northeastern Brazil. 

Methods 

Diagnostic data from patients with ILI and SARI from all over the state of 

Pernambuco, submitted for diagnosis at the Central Laboratory of Pernambuco 
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(LACEN / PE) from January 2010 to August 2019, were analyzed. PCR-based 

assays were used for detection and subtyping of influenza viruses. Demographic, 

behavioral and clinical data were associated using chi-square tests and logistic 

regression. 

Results 

Out of the 15,412 ILI / SARI patients analyzed, 921 (6.10%) were positive for 

influenza A, 308 (2.04%) for influenza B and 6 (0.03%) for influenza A and B. Of 

those diagnosed with influenza A, the majority 50.76% was H1N1 pdm09, followed by 

37.31% A/H3N2 and 11.93% unsubtyped. Clinical predictors of infection varied by 

virus type, ILI and SARI were most strongly associated with influenza A H1N1pdm09 

(39.18% and 51.95% respectively). Influenza viruses were detected at various times 

throughout the study period, although IAV positivity rates were lower between 

September and November (spring), a time of year characterized by high 

temperatures and low rainfall in the Northeast region of the country.  

Conclusion 

Influenza circulates year-round among humans in Pernambuco with greater activity 

during the rainy months. Most cases of ILI and SARI are related to the H1N1 subtype 

pdm09, and the most affected group is young people aged 1-15 years. Continuous 

monitoring of influenza subtypes related to ILI and SARI cases can help local and 

regional public health authorities improve the vaccination calendar based on 

seasonality and circulating viral type in different regions of the country. 
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Influenza, Surveillance, virus, Northeast Brazil 
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1. INTRODUCTION 

Influenza viruses belong to the Orthomyxoviridae family and are enveloped 

negative-sense RNA viruses with a segmented genome  and consist a group 

comprising four genera: A, B, C and D (BOUVIER; PALESE, 2008). Influenza A virus 

(IAV) infects a wide range of species, influenza B (IBV) and C (ICV) viruses have as 

their primary host humans, and influenza D virus (IDV) infects cattle (LONG; 

MISTRY; HASLAM; BARCLAY, 2019; WHITE; MA; MCDANIEL; GRAY et al., 2016). 

IAV subtypes H3N2 and H1N1, together with IBV, are responsible for annual 

epidemics in human worldwide (GROHSKOPF; SOKOLOW; BRODER; WALTER et 

al., 2018). Annual influenza epidemics account for about three to five million cases of 

serious respiratory illness and 290,000 to 650,000 deaths worldwide. Seasonal 

influenza infection is characterized by fever, cough, muscle and joint pain, sore throat 

and runny nose, which can lead to hospitalization or death, especially in older people 

and children under five years old (WHO, 2018). 

They have a seasonal pattern that is influenced by social behavior, 

temperature and humidity, as well as aggravating factors with chronic respiratory 

diseases, age and immunodeficiency (KALIL; THOMAS, 2019; KUCHARSKI; KWOK; 

WEI; COWLING et al., 2014; PARK; SON; RYU; CHOI et al., 2019). In tropical and 

subtropical regions most cases of influenza occur in the rainy season (TAMERIUS; 

SHAMAN; ALONSO; BLOOM-FESHBACH et al., 2013). In Brazil, due to the large 

territorial area, the climate and humidity differ among its various regions (ALMEIDA; 

CODEÇO; LUZ, 2018). The state of Pernambuco, located in northeastern Brazil, has 

a distinction for having a large coastal area with high temperatures and humidity and 

regions with lower temperatures and low humidity in the countryside of state. The 

regions near the Atlantic Ocean presented the highest precipitation values, while the 

regions 'Sertão' and 'Agreste', presented the lowest average precipitation depths 

throughout the year (ANTONIO G. PINHEIRO  SOUZA, 2018). Few studies have 

shown the seasonality pattern of the influenza viruses in Northeast Brazil. Therefore, 

the knowing if there are differences in the patterns of seasonality and distribution of 

influenza subtypes in Pernambuco state is essential to improve understanding of 

these viruses, as well as to assist in the control and prevention. 

Sentinel surveillance for influenza viruses was established at the public health 

service in Brazil in 2006 and encompasses the entire national territory. Cases of 
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influenza-like illness (ILI) as well as severe acute respiratory infection (SARI) are 

reported and referrals are sent to central laboratories for investigation of causes 

(Protocolo de Manejo Clínico de Síndrome Respiratória Aguda Grave(SRAG), 2018). 

Following WHO criteria, ILI is characterized as acute respiratory disease with a 

measured temperature ≥ 38 ° C and cough, beginning in the last 10 days. The case 

definition of SARI is an acute respiratory disease with a history of fever or fever 

measured ≥ 38 ° C and cough, starting in the last 10 days, requiring hospitalization. 

The same "start in the last 10 days" criterion was used in the case definitions of ILI 

and SARI to increase test specificity (FITZNER; QASMIEH; MOUNTS; ALEXANDER 

et al., 2018). 

The aim of our study was to perform influenza virus surveillance from January 

2010 to August 2019 in patients with influenza-like diseases referred to the Central 

Laboratory of Pernambuco (LACEN/PE). This public health laboratory analyzes 

cases of viral respiratory infections seen in institutions, centers, clinics and hospitals 

in different cities of Pernambuco.  

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 Study design and Ethical statement 

The present study is a transversal study that used documentary data. 

Confidentiality of the patients was assured, being respected the Resolution 466/2012 

of the National Health Council (CNS) and under the approval of the University of 

Pernambuco (UPE) Research Ethics Committee (number/CAEE) 

27607619.0.0000.5207. 

2.2 Study population and data 

Epidemiological data were obtained from epidemiological notification forms, 

and laboratory results refer to respiratory tract samples collected in accordance with 

the protocol for monitoring viral respiratory diseases of the Pernambuco State 

Department of Health. Samples were tested at the Pernambuco Central Laboratory 

(LACEN-PE) from January 2010 to August 2019 for respiratory viruses (adenovirus, 

human coronavirus, parainfluenza, influenza A and B). Epidemiology, clinical and 

laboratory data were included in the study. These data were collected through the 
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records deposited in the laboratory. Clinical characteristics were interpreted by 

physicians or reported by patients (or responsible for children). 

2.3 Viral detection 

Samples of patients with ILI (fever ≥38°C, cough, starting on the last 10 days, 

no need for hospitalization) and SARI (fever ≥38°C, cough, starting on the last 10 

days, requiring hospitalization) sent to LACEN / PE for diagnosis. Samples of throat 

swabs / viscera or bronchial lavage were tested for influenza A and B viruses using 

real-time PCR method following the protocol described by the World Health 

Organization (WHO) and the CDC (WHO, 2017) Influenza A positive samples were 

subjected to subtyping of the haemaglutanin gene using single reactions following 

WHO recommended protocol. Some samples were tested for positivity for influenza 

viruses and other viruses (respiratory syncytial virus, metapneumovirus, human 

coronavirus, parainfluenza virus 1–3 and adenovirus) were tested by the indirect 

immunofluorescence method following the Brazil Ministry of Health protocol 

(Protocolo de Manejo Clínico de Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG), 

2018). 

2.3 Statistical Analysis 

Influenza positive patients were divided into three groups based on diagnostic 

results: A/H1N1 pdm09, A/H3N2, and influenza B. These groups were compared for 

age and clinical presentation. Epidemiological data were analyzed using a Pearson 

chi-square test to compare epidemiological factors (age groups, clinical presentation 

and ILI/SARI). The p values were considered significant if found <0.05. Statistical 

analysis was performed using the GraphPad Prism version 6 software (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA). 

 

3. RESULTS 

3.1 Viral detection 

From January 2010 to August 2019, 15,412 patients with symptoms of 

influenza-like illness (ILI) or severe acute respiratory infections (SARI) were referred 
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for diagnosis at LACEN/PE. The age of these patients ranged from <1 to 100 years 

old (mean 9.10 year and median 1 year). Among the 15,412 patients analyzed, 921 

(6.10%) were positive for influenza A, 308 (2.04%) were positive for influenza B, and 

only six patients were tested positive for both influenza A and B (Fig. 1a). Among the 

921 influenza A samples, 468 (50.81%) were subtyped as H1N1, 344 (37.35%) as 

H3N2 and 109 (11.83%) as unsubtyped IAV (Fig. 1b). Neither infections with more 

than one subtype of IAV were observed. 

 

Fig.1. (a) Results of diagnostic tests of 15,412 patients with symptoms of respiratory 

infection in Pernambuco from 2010 to 2019 and (b) distribution of influenza A subtypes.  

 

The pattern of distribution of positive cases for IAV and IBV were similar 

across geographic areas (Fig. 2).  
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Fig.2. Pattern of distribution of positive cases for IAV and IBV in Pernambuco. a) 
Incidence of influenza A and b) Influenza B virus per 100 thousand inhabitant. 

 
About 67.43% (621/921) of IAV cases and 75.65% (233/308) of IBV cases are 

concentrated in the Capital Recife and neighboring city Jaboatão dos Guararapes 

(Fig.3). 
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Fig.3. Distribution of positive cases for IAV and IBV in Metropolitan Region of 

Pernambuco. In the maps are distributed the cases of IAV (in red) and IBV (in green), where 

it can be observed the largest number of cases on the coast, where there is a higher rainfall 

rate and high humidity and population density. 

 

3.2 Patients characterization 

The ages of the patients ranged from <1 year to 100 years among the different 

subtypes. Analysis of the data included from January 2010 to August 2019 revealed 

that the age groups <1 year and 1-15 years had together the highest influenza A and 

B positivity rates (61.02% and 79.54%, respectively). From the age group of 1-15 

years, 407 (44.19%) were positive for IAV and 182 (59.09%) were positive for IVB 

(Fig. 4). Male patients represented 49.51% (456/921) and 52.59% (162/308); while 

female patients represented 50.49% (465/921) and 47.39% (146/308) of the total 

number of IAV and IVB cases respectively. 
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Fig. 4. Pattern of detection of influenza viruses by subtypes in different age groups. 

The groups of patients aged 1-15 and <1 year were the most affected by influenza viruses. 

Influenza B is shown in green, unsubtyped in red, A/H3N2 in blue and A/H1N1 pdm09 in 

yellow. 

 
3.3 Annual distribution of viruses 

A low number of cases of influenza A was observed in 2010 (1/209; 0.50%), 

2011 (21/491; 4.30%), 2012 (10/537;1.90%), 2013 (31/1204; 2.60%), 2014 (42/1615; 

2.60%) and 2015 (8/1494; 0.53%). We detected a constant increase between the 

years of 2016 (139/1894; 7.34%), 2017 (157/2167; 7.24%), 2018 (285/2752; 10.35%) 

and the first half of 2019 (227/3049; 7.45%) (Table 1).  
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Table 1. Distribution of Influenza A virus among different age groups and gender during 2010-19. 

 

 
 

 

Influenza A 
Age 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 Total  

>1 ano 
 

- 1 
(0.11%) 

5 
(0.54%) 

7 
(0.76%) 

14 
(1.52%) 

- 14 
(1.52%) 

25 
(2.74%) 

45 
(4.88%) 

44 
(4.78%) 

155 
(16.83%) 

1 -15 1 
(0.11%) 

17 
(1.84%) 

5 
(0.54%) 

13 
(1.41%) 

16 
(1.74%) 

2 
(0.22%) 

54 
(5.86%) 

76 
(8.25%) 

135 
(14.66%) 

88 
(9.55%) 

407 
(44.19%) 

16-30 - - - 2 
(0.22%) 

5 
(0.54%) 

2 
(0.22%) 

24 
(2.60%) 

15 
(1.63%) 

32 
(3.47%) 

17 
(1.84%) 

97 
(10.53%) 

31-45 - 3 
(0.32%) 

- 3 
(0.32%) 

4 
(0.43%) 

1 
(0.11%) 

22 
(2.39%) 

10 
(1.08%) 

24 
(2.60%) 

29 
(3.14%) 

96 
(10.42%) 

46-60 - - - 5 
(0.54%) 

2 
(0.22%) 

2 
(0.22%) 

19 
(2.06%) 

6 
(0.65%) 

16 
(1.74%) 

27 
(2.93%) 

77 
(8.36%) 

61-80 - - - 1 
(0.11%) 

- 1 
(0.11%) 

6 
(0.65%) 

18 
(1.95%) 

19 
(2.06%) 

14 
(1.52%) 

59 
(6.41%) 

81-100 - - - - 1 
(0.11%) 

- - 7 
(0.76%) 

14 
(1.52%) 

8 (0.87%) 30 
(3.26%) 

Sex            

Male 1 
(0.11%) 

13 
(1.41%) 

10 
(1.08%) 

21 
(2.28%) 

18 
(1.95%) 

6 
(0.65%) 

65 
(7.06%) 

84 
(9.12%) 

137 
(14.87%) 

101 
(10.97%) 

456 
(49.51%) 

Female - 8 
(0.87%) 

- 10 
(1.08%) 

24 
(2.60%) 

2 
(0.22%) 

74 
(8.03%) 

73 
(7.93%) 

148 
(16.07%) 

126 
(13.68%) 

465 
(50.49%) 
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A basal number of IBV cases was observed, with a slight increase from 2016. We detected in each year: 2010 (2/209; 

0.95%), 2011 (1/491; 0.20%), 2012 (1/537; 0.19%), 2013 (8/1204; 0.66%), 2014 (5/1615; 0.31%) and 2015 (15/1494; 1%), 2016 

(41/1894; 2.16%), 2017 (92/2167; 4.24%), 2018 (26/2752; 0.94%) and the first half of 2019 (117/3049; 3.84%).  

 

Table 2. Distribution of Influenza B virus among different age groups and gender during 2010-19. 

Influenza B 

Age 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 Total 

>1 ano - - 1 
(0.32%) 

- 1 
(0.32%) 

5 
(1.63%) 

11 
(3.57%) 

17 
(5.52%) 

4 
(1.30%) 

24 
(7.79%) 

63 
(20.46%) 

1 -15 1 
(0.32%) 

- - 5 
(1.63%) 

1 
(0.32%) 

8  
(2.60%) 

20 
(6.49%) 

50 
(16.24%) 

16 
(5.19%) 

81 
(26.30%) 

182 
(59.09%) 

16-30 1 
(0.32%) 

1 
(0.32%) 

- 3 
(0.98%) 

1 
(0.32%) 

1 
(0.32%) 

5 
(1.63%) 

3 
(0.98%) 

2 
(0.65%) 

5 
(1.63%) 

22 
(7.15%) 

31-45 - - - - 1 
(0.32%) 

1 
(0.32%) 

2 
(0.65%) 

8 
(2.60%) 

2 
(0.65%) 

3 
(0.98%) 

17 
(5.52%) 

46-60 - - - - - - 1 
(0.32%) 

8 
(2.60%) 

1 
(0.32%) 

1 
(0.32%) 

11 
(3.56%) 

61-80 - - - - - - 2 
(0.65%) 

4 
(1.30%) 

1 
(0.32%) 

- 7 
(2.27%) 

81-100 - - - - 1 
(0.32%) 

- - 2 
(0.65%) 

- 3 
(0.98%) 

6 
(1.95%) 

Sex            

Male 1 
(0.32%) 

1 
(0.32%) 

1 
(0.32%) 

4 
(1.30%) 

4 
(1.30%) 

11 
(3.57%) 

23 
(7.47%) 

38 
(12.34%) 

13 
(4.22%) 

66 
(21.43%) 

162 
(52.59%) 

Female 1 
(0.32%) 

- - 4 
(1.30%) 

1 
(0.32%) 

4 
(1.30%) 

18 
(5.84%) 

54 
(17.53%) 

13 
(4.22%) 

51 
(16.56%) 

146 
(47.39%) 
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3.4 Clinical Presentation  

 

Of the 1,229 influenza virus-positive patients, 72.90% (896/1229) had ILI 

symptoms while about 27.10% (333/1229) had SARI. Of the patients diagnosed with 

ILI, 39.18% (351/896) were H1N1, 27.23% (244/896) H3N2, 5.25% (47/896) 

unsubtyped and 28.35% (254/896) IBV. In SARI group 51.95% (173/333) were 

H1N1, 24.63% (82/333) H3N2, 7.80%; (26/333) unsubtyped and 15.61% (52/333) 

IBV. (Fig.5) 

 

Fig.5. Relationship between influenza virus subtypes and ILI and SARI. In cases of ILI, 

A/H1N1 pdm09 and IBV present a higher number of cases, followed by A/H3N2 and 

unsubtyped; In SARI cases A/H1N1 pdm09 and A/H3N2 are the major. Influenza B is shown 

in green, unsubtyped in red, A/H3N2 in blue and A/H1N1 pdm09 in yellow. 

 

3.5 Seasonal pattern 

Influenza viruses were detected at various times throughout the study period 

(Fig. 6), although IAV positivity rates were lower between September and November 

(spring), a time of year characterized by high temperatures and low rainfall in the 

Northeast region of the country. There was an increase in positivity rates between ILI 

samples during the rainy season months and milder temperatures (between March 

and August), mainly related to H1N1 and IBV infections. In cases of SARI, there was 

also a higher incidence in the rainy period, with H1N1 being the major responsible. 
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Fig. 6. Temporal analysis of influenza virus detection in patients with (a) ILI or (b) SARI 

in Pernambuco from January 2010 to August 2019. Each year quarter was divided 

according to year seasons: Dec-Feb (summer); Mar-May (Fall); April-July (Winter) and Sep-

Nov (Spring). 

 

4. Discussion 

Influenza-like disease (ILI) and severe acute respiratory disease (SARI) is 

a clinical condition that is related to several respiratory pathogens, with influenza 

viruses being a major cause (RABONI; MOURA; CAETANO; AVANZI et al., 
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2018). The establishment of influenza virus surveillance systems is of paramount 

importance for the preparation of new pandemics.  

During 9 years of influenza surveillance among ILI/SARI patients in 

Pernambuco, Northeast Brazil between 2010 and 2019, it was found that 

approximately 10% of patients with symptoms of ILI or SARI were related to 

laboratory confirmed influenza. This result corroborate with the range (~ 6.5 – 

22%) found in other Brazilian states and also with the data reported by the 

Brazilian Ministry of Health (BARROS; CINTRA; ROSSETTO; FREITAS et al., 

2016; PUIG-BARBERÀ; BURTSEVA; YU; COWLING et al., 2016; RABONI; 

MOURA; CAETANO; AVANZI et al., 2018).  

There is a higher rate of positivity in the metropolitan region, where there is 

a higher concentration of people, besides being a warmer and wetter region due 

to the proximity to the sea(ANTONIO G. PINHEIRO  SOUZA, 2018). However, 

this difference in positivity rates can be influenced by other factors, such as 

greater number / greater search for health units in this region. 

Between the evaluated cases, 58.2% had symptoms of ILI, while about 

41.8% had more complicated SARI. In the ILI and SARI cases, the main 

causative agent was IAV H1N1 followed by H3N2. The predominance of H1N1 

and H3N2 in SARI cases has already been observed (BARROS; CINTRA; 

ROSSETTO; FREITAS et al., 2016; OLIVEIRA; CARMO; PENNA; 

KUCHENBECKER et al., 2009). 

The data obtained in this study show the continuous circulation of influenza 

viruses in Pernambuco, which affect all age groups. This circulation was more 

frequent among the age groups <1 year and between 1-15 years old during the 

period from January 2010 to August 2019. Among the data obtained, IAV H3N2, 

H1N1pdm09 and Influenza B subtypes were detected. Studies suggest age as 

one of the risk factors for influenza infection, as well as behavioral patterns, 

showing higher infection rates among groups of 5 to 19 years (OLIVEIRA; 

CARMO; PENNA; KUCHENBECKER et al., 2009; RABONI; MOURA; CAETANO; 

AVANZI et al., 2018). Although some authors describe endocrine factors and 

pregnancy as one of the predisposing factors of female sex to influenza infections 

(GABRIEL; ARCK, 2014; KLEIN; HODGSON; ROBINSON, 2012), in the study we 

see no correlation between patient gender and increased susceptibility to 

influenza infection. 
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During the analyzed period, influenza viruses had a higher circulation 

during the rainy season (March-May and June-August), while in the dry season 

(September to November) only a few sporadic cases were detected. This pattern 

had been previously described, where analysis of the seasonality of influenza 

infections demonstrated the peak viral activity in May in the northeast region and 

spreads along the country's coast to the southern region (ALMEIDA; CODEÇO; 

LUZ, 2018; PARK; SON; RYU; CHOI et al., 2019). 

We conclude, therefore, that the circulation of influenza in Pernambuco 

showed a consistent seasonality with tropical regions during the study period. In 

addition, the group between 0 and 15 years was the most affected group, being 

IAV (H1N1 and H3N2) the main responsible for SARI and ILI. Continuous 

monitoring of influenza subtypes related to ILI and SARI cases can help local and 

regional public health authorities improve the vaccination calendar based on 

seasonality and circulating viral type in different regions of the country.  
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3.5 LACK OF ZIKA VIRUS-SPECIFIC ANTIBODIES IN PIGS RAISED AT THE 

EPICENTER OF THE BRAZILIAN EPIDEMIC 

 

ABSTRACT 

 

The Zika virus (ZIKV) was first reported and isolated in primates in Uganda in 1947. 

Since then has been found natural and also experimental infection of a diverse range 

of wild and domestic animals. However, the spectrum of species involved in its 

transmission cycles remains poorly understood. Pigs have been used as animal 

models for several studies, including kinetic studies and pathogenicity of ZIKV. 

However until the date no case of ZIKV has been described in domestic pigs. The 

objective of this study was to detect the presence of neutralizing antibodies against 

ZIKV in pigs from farms and slaughterhouses in the state of Pernambuco, northwest 

of Brazil. Sampling was performed in slaughterhouses and farms in three regions of 

the state. A total of 343 sera were collected. Individual serum dilutions were 

submitted to serological examination for presence of antibodies against ZIKV using 

plaque reduction neutralization test (PRNT). However, neutralizing antibodies against 

ZIKV were not detected. But, it is still not possible to determine that ZIKV can cause 

endemics in herds. 

 

Keywords: Zika virus; antibody; subclinical infection; domestic pigs 

 

 

INTRODUCTION 

 

The Zika virus (ZIKV) is mainly transmitted by arthropod vectors between 

humans by Aedes spp. mosquitoes (BARZON; TREVISAN; SINIGAGLIA; LAVEZZO 

et al., 2016). The virus is a member of Flavivirus genus within the Flaviviridae family, 

the same family as the Dengue virus (DENV), Yellow fever virus (YFV), Japanese 

encephalitis virus (JEV) and West Nile virus (WNV) (BUENO; MARTINEZ; ABDALLA; 

DUARTE DOS SANTOS et al., 2016). 
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Its first description occurred in the Zika forest of Uganda in 1947 in monkeys. 

However, it was later in 1952 that the first cases in humans were reported in the 

same region (DICK, 1952). The first outbreak of ZIKV infection was recorded in 

Micronesia, on the island of Yap in the year 2007, French Polynesia in 2013 and 

other countries and territories in the Pacific, where the ability of the virus to cause 

human outbreaks was clear (MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU, 2014). In Brazil, the 

first case of ZIKV infection was reported in 2015 that triggered a major outbreak of 

the disease. During this outbreak an association between virus and microcephaly 

was soon discovered in fetuses exposed to infection at the time. ZIKV infection was 

also associated with Guillain-Barré syndrome in adults (BRITO; CORDEIRO, 2016). 

Soon after this association several studies were carried out to develop animal 

models for ZIKV infection (KUMAR; KRAUSE; AZOUZ; NAKANO et al., 2017). Since 

not all primates infected in these works showed clinical signs of the disease, other 

small rodents such as mice, guinea pigs, and rabbits were required. In some cases, 

several serial passages are necessary in murine brains for manifestation of the 

disease, although death was sometimes been observed (ROSSI; TESH; AZAR; 

MURUATO et al., 2016). 

The infection caused by ZIKV has also been identified in other experimentally 

and naturally susceptible animal species (BUENO; MARTINEZ; ABDALLA; DUARTE 

DOS SANTOS et al., 2016). The first viral isolate occurred from rhesus monkeys and 

these are presented the best model of non human primate for the study of the 

pathogenesis of ZIKV (NGUYEN; ANTONY; DUDLEY; KOHN et al., 2017). However 

other animal reservoirs may be involved in the viral transmission cycle, the presence 

of anti-ZIKV antibodies were detected in wild mammals in Senegal in the 1960s. In 

Lombok, Indonesia, in 1978, anti-ZIKV antibodies were detected in ducks, goats, 

cows, horses, bats and carabahos, but not in chickens, rats or wild birds, indicating 

the wide circulation of the virus in domestic animals (VOROU, 2016). 

Domestic pigs are used as a very useful model in preclinical studies, including 

human viral infections, such as caused by flaviviruses (CASSETTI; DURBIN; 

HARRIS; RICO-HESSE et al., 2010; ILKAL; PRASANNA; JACOB; GEEVARGHESE 

et al., 1994; LIND; MOUSTGAARD; JELSING; VAJTA et al., 2007; RICKLIN; 

GARCÍA-NICOLÁS; BRECHBÜHL; PYTHON et al., 2016; VODICKA; SMETANA; 

DVORÁNKOVÁ; EMERICK et al., 2005). This due to the anatomical, physiological 

similarity and immune response with humans (PENA; MIRANDA GUARINES; 
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DUARTE SILVA; SALES LEAL et al., 2018). Previous reports have been described 

that domestic pigs can be infected to other human flaviviruses, including DENV, WNV 

and JEV. In these infections viremia and viral replication in internal organs are 

observed (CASSETTI; DURBIN; HARRIS; RICO-HESSE et al., 2010; ILKAL; 

PRASANNA; JACOB; GEEVARGHESE et al., 1994; SCHERER; MOYER; IZUMI, 

1959). A few studies show the occurrence in tropical and temperate climates of ZIKV 

infection in wild and domestic animals (VOROU, 2016).  

The susceptibility of newborn piglets to ZIKV infection has been reported. A 

preliminary study has determined that neonatal pigs are predisposal to ZIKV infection 

(DARBELLAY; LAI; BABIUK; BERHANE et al., 2017). In previous studies in utero 

inoculation of ZIKV in newborn piglets was able to reproduce clinical signs similar to 

those of humans (DARBELLAY; COX; LAI; DELGADO-ORTEGA et al., 2017; 

WICHGERS SCHREUR; VAN KEULEN; ANJEMA; KANT et al., 2018). In addition, it 

has been shown that ZIKV can infect and replicate in experimentally inoculated 

piglets. 

Therefore, the present study aimed to evaluate the profile of neutralizing 

antibodies against ZIKV in pigs in slaughterhouses and farms living in the state of 

Pernambuco-Brazil. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Ethics statement 

This study was approved by the Committee on Ethics and Animal Use of the 

Aggeu Magalhães Institute (CEUA-IAM) under protocol number 90/2015 and by the 

National Technical Committee on Biosafety (CTNBio) under protocol number 

5.643/2017. According to the Principles of Animal Experimentation, the impact of 

procedures on animal welfare was minimized, ensuring that samples were collected 

by trained person. 

Sample collection 

The study was carried out in several municipalities of the State of 

Pernambuco, Brazil from February 2016 to August 2017. The collections were carried 

out in the Metropolitan Region (MR), Zona da Mata (ZM) and Agreste (AG) of the 

state. Samples were collected on farms and rural properties as well as in 

slaughterhouses in the region. In the farms the animals presented clinical sings such 

as diarrhea or bloody diarrhea, inappetence, walking stumbling, cough and weight 
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loss. In the slaughterhouses the animals were asymptomatic. 341 swine blood were 

collected and centrifuged at 2,500 × g for 5 minutes to obtain sera and stored at 

−80°C  until use.  

 

RNA extraction and qRT-PCR 

Pools were made containing 10 sera each for RNA extraction. One pool with 

only negative samples were used as negative control. Viral RNA from sera samples 

was extracted using the QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN), according to 

manufacturer’s instructions. ZIKV qRT-PCR was performed as previously described 

(LANCIOTTI; KOSOY; LAVEN; VELEZ et al., 2008). We used RNA from a Zika 

PE243 culture serial diluted (1:10) as a positive control, the viral RNA concentrations 

in the standard curve were ≈270–0,027 ng. All qRT-PCR assays were performed on 

the Gotaq Probe 1-step RT-qPCR System (Promega) in 25 µL reactions with 4.5 µL 

RNA template. qRT-PCRs with cycle threshold (Ct) values higher than 30 cycles 

were considered negative. 

Cells and Viruses 

The African green monkey kidney cells (Vero) was cultivated in DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle Medium – Gibco), supplemented with antibiotics 

(penicillin 100 IU/ml, streptomycin 100 μg/ml; Gibco), and 5% fetal bovine serum 

(Gibco). For the traditional PRNT assay, we used ZIKV Brazilian strain PE243 

(GenBank accession no.KX197192.1).   

PRNT methods 

PRNT assays were performed by using monolayers of Vero cells in 24-well 

plates seeded with 0.5 mL of 1,5 × 105 Vero cell suspension per well in DMEM 

(Gibco) with 5% heat-inactivated fetal bovine serum and 100 units of penicillin and 

streptomycin (Gibco). Plates were incubated at 37°C with 5% CO2 for 24 hours. After 

incubation, media was removed from the cell monolayer. Well-characterized human 

sera were used as positive controls. Test serum was heat inactivated at 56°C for 30 

minutes. 4-fold dilutions of the test in DMEM beginning with a 1:20 dilution (1:20; 

1:80; 1:320; and 1:1280) and the reference virus in DMEM were mixed (1/1 v/v) were 

incubated for 1 hour at 37ºC. After incubation, the media were aspirated of the 24-

well plates and virus-serum mixture was inoculated (0.1 mL per well) and absorbed 

for 1 hour at 37ºC at which point the inoculums were removed. After incubation add 

500 µl of semi-solid media (DMEM, 3% carboxymethylcellulose, 5% FBS and 1% 
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penicillin/streptomycin) to each well and incubate plates for 5 days at 37°C in a 5% 

CO2 atmosphere. When virus plaques became visible, a second overlay containing 

crystal violet was added, and plaques were counted. The antibody titer was 

determined as the serum dilution that inhibited 50% of the tested virus inoculum 

(PRNT50).  

RESULTS 

In the present study, samples were collected from 341 swine in the state of 

Pernambuco, northeastern Brazil (Fig. 1). Many of the animals presented symptoms 

such as coughing, diarrhea, locomotor difficulties, weight loss and inappetence; 

these samples were collected in the period from February 2016 to August 2018. 

 

 
 
Figure 1. Spatial distribution of sampled collection in Pernambuco. A- the position of 
the state of Pernambuco (blue) in relation to Brazil; B- Mesoregions of the state of 
Pernambuco (Metropolitana, Mata and Agreste were the places collected); and C- Cities 
where collections were made, gradation indicates the number of samples collected (the 
larger the number of samples, the darker). 
 

All 34 pools screened by real-time PCR for acute ZIKV infection had Ct values 

greater than 30, which were considered the cutoff point. 

No positive animals for the presence of neutralizing antibodies against ZIKV 

were detected in any of the 341 samples analyzed (Table 1). There are reports of 
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ZIKV circulation and also other flaviviruses in wild and domestic animals in several 

countries (BUENO; MARTINEZ; ABDALLA; DUARTE DOS SANTOS et al., 2016)  

and due to the presence of these viruses circulating in humans in the studied region, 

we cannot exclude the undetected circulation of ZIKV as well as other arboviruses in 

these animals. 

Table 1. Results of the farm sero-survey.  

Region Location Production 

type 

Year Specimen 

number 

Plaque 

assay 

 
Abreu e Lima 

Slaughterhouse 
2017 08 

<20(100%) 

Metropolitan 

Region (MR) 

Igarassu 
Farrow-to-finish  

2017 07 
<20(100%) 

 
Paulista 

Slaughterhouse 
2017 91 

<20(100%) 

 
Recife 

Farrow-to-finish  
2017 14 

<20(100%) 

Total per 

region 

 
  120  

Zona da Mata 

(ZM) 

Carpina 
Farrow-to-ursery 

2017 19 
<20(100%) 

 Paudalho 
Slaughterhouse 

2016-
2017 

36 
<20(100%) 

Total per 

region 

 
 

 55 
 

 
Alagoinha 

Farrow-to-finish  
2017 20 <20(100%) 

 
Cachoeirinha 

Farrow-to-finish 
2017 23 <20(100%) 

 
Caetés 

Farrow-to-finish 
2018 14 <20(100%) 

Agreste (AG) 
Garanhuns 

Farrow-to-finish 
2018 10 <20(100%) 

 
Lajedo 

Slaughterhouse 
2017 15 <20(100%) 

 
Pedra 

 
2017 19 <20(100%) 

 
São Bento do 

Una 
Farrow-to-ursery 

Farrow-to-finish 

2017-
2018 

33 <20(100%) 

 
Venturosa 

Farrow-to-finish 
2017 32 <20(100%) 

Total per 

region 

 
 

 166  

TOTAL 
 

 
 341 

<20(100%) 

 

DISCUSSION 
 

Due to the recent ZIKV epidemic, the development of animal models for the 

study of viral pathogenesis has contributed to a better understanding of the 
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neuropathology induced by ZIKV. However, there is still limited information on the 

possible animal reservoirs of the ZIKV, including wild and domestic animals. 

 To date, no natural ZIKV infection has been reported in domestic pigs. 

However, the virus was isolated in several species of monkeys and the presence of 

antibodies against ZIKV was detected in domestic sheep, goats, horses, cows, 

ducks, rodents, bats, orangutans and carabaos (VOROU, 2016) 

 Flavivirus infection of pig has been demonstrated previously (DARBELLAY; 

LAI; BABIUK; BERHANE et al., 2017). Scherer et al. (1952) showed that pigs were 

naturally infected or infected experimentally by the JEV using mosquitoes. Passively 

acquired antibodies were detected in animals with 2-7 weeks, showing the maternal 

transmission of them. Meanwhile, neutralizing antibodies were detected 45 days after 

infection (SCHERER; MOYER; IZUMI, 1959). 

Pigs with serum samples positive for WNV were identified on farms in Mexico. 

The analysis was performed using ELISA and plaque neutralization assay. Positive 

samples were also found in the United States and Spain. The transmission of these 

viruses occurs through mosquitoes and evidence the possibility of the transmission 

cycle involving the vector (MERINO-RAMOS; LOZA-RUBIO; ROJAS-ANAYA; 

MARTÍN-ACEBES, 2018).  

In the present study, we collected sera samples from 341 domestic pigs in 

farms and slaughterhouses in tree regions in the state of Pernambuco-Brazil. Sera 

samples were evaluated by qRT-PCR and PRNT tests. However, none of 34 pool 

analyzed were positive on qRT-PCR and neutralizing antibodies against ZIKV were 

not detected. PRNT assay is part of one of the 3 methods for diagnosing ZIKV 

infection. It is still considered the gold standard for arbovirus serology because, in 

primary infections, it is relatively specific. The other two methods consist of detection 

of viral RNA by qRT-PCR and detection of reactive IgM antibodies to ZIKV by ELISA. 

Molecular tests are the first indication for the detection of ZIKV. Positive samples in 

the ELISA assays should be confirmed by PRNT because of the possibility of cross-

reactions with other flaviviruses (SHAN; XIE; REN; LOEFFELHOLZ et al., 2017) 

(MUSSO; GUBLER, 2016). 

Experimental infections of pigs have already been performed with the 

DENV(CASSETTI; DURBIN; HARRIS; RICO-HESSE et al., 2010), WNV (ILKAL; 

PRASANNA; JACOB; GEEVARGHESE et al., 1994), JEV  (ILKAL; PRASANNA; 

JACOB; GEEVARGHESE et al., 1994; PARK; HUANG; LYONS; AYERS et al., 2018) 
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and ZIKV (WICHGERS SCHREUR; VAN KEULEN; ANJEMA; KANT et al., 2018). 

Young piglets can be infected by ZIKV after experimental infection via intracerebral. 

Virus can replicate in the body of these animals causing neurological signs such as 

tremor and limb weakness (WICHGERS SCHREUR; VAN KEULEN; ANJEMA; KANT 

et al., 2018). The presence of neutralizing antibodies is detected in animals 

inoculated by this route (DARBELLAY; LAI; BABIUK; BERHANE et al., 2017). After in 

utero inoculation in pregnant females, viremia and neurological signs are also verified 

in the piglets (DARBELLAY; LAI; BABIUK; BERHANE et al., 2017). The susceptibility 

of pig fetuses to ZIKV infection and the ability of ZIKV to persist in the porcine 

placenta to inoculation via this route were also seen (DARBELLAY; COX; LAI; 

DELGADO-ORTEGA et al., 2017; WICHGERS SCHREUR; VAN KEULEN; ANJEMA; 

KANT et al., 2018). 

Swine are animals exposed to various natural and experimental infections and 

may be susceptible to natural ZIKV infection. Although the animals show clinical 

signs of infection during collection, our results show that swine collected had no ZIKV 

exposure, but we cannot exclude the role of these animals in the wild cycle of the 

virus, since these animals are subject to experimental infections by various 

(DARBELLAY; LAI; BABIUK; BERHANE et al., 2017). 
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4 DISCUSSÃO GERAL 

 

A gripe é uma doença infecciosa causada pelo vírus Influenza, a infecção é 

caracterizada por febre, tosse, dores musculares e articulares, dor de garganta e 

coriza, e pode levar a hospitalização ou morte, principalmente em idosos e crianças 

menores de 5 anos. As epidemias anuais de gripe representam cerca de 3 a 5 

milhões de casos de doenças graves e 290.000 a 650.000 mortes respiratórias em 

todo o mundo (WHO, 2018). A importância dos suínos na geração e dispersão do 

vírus influenza é bem descrita e vários fatores ambientais e do hospedeiro estão 

envolvidos nesse processo (LONG; MISTRY; HASLAM; BARCLAY, 2019). 

No presente estudo, 500 amostras de swab nasal e pulmão foram coletadas de 

suínos residentes no Estado de Pernambuco, das quais 9,4% (n=48) foram positivas 

para o vírus Influenza A no qRT-PCR. Essa prevalência corrobora com dados 

encontrados por outros grupos ao redor do mundo onde a prevalência de 

positividade no diagnóstico para IAV nas amostras fica em torno de 7,8% e 12,3% 

(BROOKES; IRVINE; NUNEZ; CLIFFORD et al., 2009; HOWDEN; BROCKHOFF; 

CAYA; MCLEOD et al., 2009; ROSE; HERVÉ; EVENO; BARBIER et al., 2013). Os 

achados também corroboram com o estado clínico observados nos rebanhos 

durante as coletas, em que muitos animais apresentaram sintomas respiratórios 

leves à intenso, o que aumenta a chance de identificação viral (HEALTH, 2009) . 

 Uma prática comum na criação de subsistência é a criação de suínos em 

conjunto com aves domésticas (galinhas, perus e pássaros), cães e gatos. Isso 

facilita o intercâmbio viral e favorece o surgimento de vírus recombinantes 

potencialmente infecciosos para humanos e animais (CARNERO; KITAYAMA; DIAZ; 

GARVICH et al., 2018). Cerca de 70% (n=43) das amostras positivas, foram 

provenientes da região Agreste onde houve maior número de propriedades visitadas 

e animais coletados, além disso, a criação de suínos é extremamente rudimentar e 

muitos agricultores alimentam os animais com carcaças de aves não processadas, o 

que pode ser um fator de risco para animais adquirirem vírus e outros patógenos 

(CARNERO; KITAYAMA; DIAZ; GARVICH et al., 2018). 

A análise filogenética dos genes HA e NA das cepas pernambucanas indicou 

que as cepas sequenciadas se assemelham às cepas H3N2 humanas circulantes na 
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América Latina e na América do Norte entre 2012 e 2018. Os genes internos estão 

intimamente relacionados aos vírus H3 circulantes na China e nos Estados Unidos. 

Esses resultados mostram uma intensa troca viral entre humanos e suínos, no 

entanto, até o momento poucos estudos têm realizado o diagnostico e 

caracterização molecular de SIV no Brasil, mas a presença do vírus da influenza 

H1N1 humano (pandemia de 2009) foi confirmada em surtos de doença respiratórias 

em suínos em propriedades nas regiões sul (Paraná e Rio Grande do Sul), centro-

oeste (Mato Grosso) e sudeste (Minas Gerais e São Paulo) do Brasil, durante os 

anos de 2009-2010, o que comprova a disseminação de vírus humanos nos 

rebanhos de suínos brasileiros (RAJÃO; COSTA; BRASIL; DEL PUERTO et al., 

2013), entretanto até o momento não há nenhum dado nos rebanhos no Nordeste do 

Brasil. Devido a isto, temos um número restrito de sequências humanas e suínas do 

Brasil disponíveis, o que dificulta a análise com mais detalhes das sequências 

encontradas neste estudo com as sequências virais brasileiras mais recentes. 

Estudos sorológicos na Europa e na Ásia encontraram uma prevalência mais 

alta do subtipo H1N1 do que o H3N2 (KYRIAKIS; PAPATSIROS; ATHANASIOU; 

VALIAKOS et al., 2016; LIU; WEI; TONG; TANG et al., 2011). Um estudo realizado 

no sul do Brasil revelou uma maior prevalência do subtipo H1N1 (RAJÃO; ALVES; 

DEL PUERTO; BRAZ et al., 2013). A análise sorológica revelou que 86,2% das 

amostras de soros eram positivas para o subtipo H3N2, 92,6% para o subtipo H1N1 

pdm09 e 6,18% eram negativas para ambos os subtipos. Os títulos de anticorpos 

foram mais altos para H3N2 do que para o subtipo H1N1 pdm09. Todas as fazendas 

coletadas apresentaram animais positivos para ambos os subtipos virais. A maior 

prevalência de anticorpos contra o subtipo o subtipo H3N2 corrobora com os 

achados moleculares deste estudo, onde as cepas sequenciadas agrupadas com o 

subtipo H3N2 mais se correlacionaram com as cepas humanas. 

Em humanos, 10% dos pacientes encaminhados para o diagnóstico de vírus 

respiratórios estavam relacionados à influenza confirmada laboratorialmente. Esse 

resultado corrobora com a faixa (~ 6,5 - 22%) encontrada em outros estados 

brasileiros e também com os dados relatados pelo Ministério da Saúde (BARROS; 

CINTRA; ROSSETTO; FREITAS et al., 2016; PUIG-BARBERÀ; BURTSEVA; YU; 

COWLING et al., 2016; RABONI; MOURA; CAETANO; AVANZI et al., 2018). 

Entre os casos avaliados, 58,2% apresentaram sintomas de ILI, enquanto 

cerca de 41% apresentaram quadro clínico mais complicado de SARI. Tanto nos 
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casos de ILI quanto SARI, o principal agente causador foi o IAV (H1N1 e H3N2), 

essa predominância já foi observada (BARROS; CINTRA; ROSSETTO; FREITAS et 

al., 2016; OLIVEIRA; CARMO; PENNA; KUCHENBECKER et al., 2009). 

Os dados obtidos neste estudo mostram a circulação contínua dos vírus 

influenza em Pernambuco, que afetam todas as faixas etárias. Essa circulação foi 

mais frequente nas faixas etárias <1 ano e entre 1-15 anos, sendo a idade um dos 

fatores de risco para infecção por influenza (OLIVEIRA; CARMO; PENNA; 

KUCHENBECKER et al., 2009; RABONI; MOURA; CAETANO; AVANZI et al., 2018). 

Embora alguns autores descrevam os fatores endócrinos e a gravidez como um dos 

fatores predisponentes do sexo feminino às infecções por influenza(GABRIEL; 

ARCK, 2014; KLEIN; HODGSON; ROBINSON, 2012). 

Durante o período analisado, os vírus influenza tiveram maior circulação 

durante a estação chuvosa (março-maio e junho-agosto), enquanto na estação seca 

(setembro a novembro) foram detectados apenas alguns casos esporádicos. Esse 

padrão já havia sido descrito anteriormente, onde a análise da sazonalidade das 

infecções por influenza demonstrou o pico de atividade viral em maio na região 

nordeste e se espalha ao longo da costa do país até a região sul (ALMEIDA; 

CODEÇO; LUZ, 2018; PARK; SON; RYU; CHOI et al., 2019). 

Portanto, confirmamos a circulação do IAV entre suínos no nordeste do Brasil 

e também relatamos a semelhança com cepas do SIV com cepas humanas que 

circulantes entre 2015 e 2017. E que a circulação da gripe humana em Pernambuco 

mostrou uma sazonalidade consistente com as regiões tropicais durante o período 

do estudo. Além disso, o grupo entre 0 e 15 anos foi o grupo mais afetado, sendo o 

H1N1 e o H3N2 os principais responsáveis por SARI e ILI, respectivamente. 

 A transmissão direta de patógenos animais para os seres humanos, mediada 

por vetores, é a fonte usual de infecção humana. Um exemplo dessa transmissão é 

a mais recente epidemia de ZIKV (VOROU, 2016). A compreensão do papel dos 

mamíferos selvagens e domésticos, na transmissão viral aos seres humanos, é de 

extrema importância para o controle da doença. 

 Até o momento, nenhuma infecção por ZIKV foi relatada em suínos 

domésticos sob condições naturais. No entanto, a infecção de suínos por flavivírus já 

foi demonstrada tanto experimentalmente como de forma natural (DARBELLAY; LAI; 

BABIUK; BERHANE et al., 2017). Scherer et al. (1952) mostrou que suínos foram 

naturalmente infectados e infectados experimentalmente pelo vírus da encefalite 
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japonesa usando mosquitos. Anticorpos passivamente adquiridos foram detectados 

em animais com 2-7 semanas, mostrando a transmissão materna dos mesmos. 

Entretanto, anticorpos neutralizantes foram detectados 45 dias após a infecção 

(SCHERER; MOYER; IZUMI, 1959). 

  Os suínos já estão implicados na transmissão de outros arbovírus. No México, 

suínos com amostras de soro positivas para WNV foram identificados utilizando 

ELISA e PRNT. Amostras positivas também foram encontradas nos Estados Unidos 

e na Espanha. A transmissão desses vírus ocorre através de mosquitos e evidencia 

a possibilidade de o ciclo de transmissão envolver o vetor (MERINO-RAMOS; LOZA-

RUBIO; ROJAS-ANAYA; MARTÍN-ACEBES, 2018).  

No presente estudo, foram testadas 340 amostras de soro de suínos 

provenientes de fazendas e matadouros de três microrregiões do Estado de 

Pernambuco - Brasil. As amostras foram avaliadas para presença do vírus através 

de qRT-PCR e para presença de anticorpos neutralizantes contra ZIKV utilizando o 

ensaio de PRNT. Entretanto, nem a presença do vírus na corrente sanguínea nem a 

presença de anticorpos neutralizantes contra o ZIKV foram detectadas.  

Infecções experimentais de suínos com DENV (CASSETTI; DURBIN; HARRIS; 

RICO-HESSE et al., 2010), WNV (ILKAL; PRASANNA; JACOB; GEEVARGHESE et 

al., 1994), JEV  (ILKAL; PRASANNA; JACOB; GEEVARGHESE et al., 1994; PARK; 

HUANG; LYONS; AYERS et al., 2018) e ZIKV (WICHGERS SCHREUR; VAN 

KEULEN; ANJEMA; KANT et al., 2018) já haviam sido testadas. Leitões jovens 

podem ser infectados pelo ZIKV após infecção por via intracerebral. O vírus pode se 

replicar no corpo desses animais causando sinais neurológicos, como tremores e 

fraqueza nos membros (WICHGERS SCHREUR; VAN KEULEN; ANJEMA; KANT et 

al., 2018). A presença de anticorpos neutralizantes contra o ZIKV foi positiva em 

animais inoculados usando essa rota (DARBELLAY; LAI; BABIUK; BERHANE et al., 

2017). Após a inoculação in utero em fêmeas prenhes, viremia e sinais neurológicos 

também são verificados nos leitões (DARBELLAY; LAI; BABIUK; BERHANE et al., 

2017).  

A falta de anticorpos neutralizantes não descarta o papel desses animais como 

possíveis reservatórios do ZIKV. Embora infecções experimentais por diferentes vias 

tenham mostrado viremia e sinais clínicos em suínos, ainda não é possível 

determinar que o ZIKV possa causar endemias em rebanhos (DARBELLAY; LAI; 

BABIUK; BERHANE et al., 2017). 
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Este estudo destaca a importância de monitorar cepas circulantes entre 

porcos para evitar a ocorrência de zoonoses, podendo ajudar as autoridades locais e 

regionais de saúde pública a melhorar o calendário de vacinação com base na 

sazonalidade e no tipo viral circulante em diferentes regiões do país. 
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5 CONCLUSÕES  

1. O vírus IAV foi identificado em 9,4% do rebanho de suínos domésticos 

residentes do Estado de Pernambuco, sendo a região Agreste com o maior 

índice de positividade, quando comparado às outras regiões estudadas; 

2. As análises filogenéticas realizadas com genes HA e NA e dos genes internos 

demonstraram estreita relação entre as cepas pernambucanas e as cepas 

H3N2 humanas circulantes na América Latina, América do Norte e China 

entre 2012 e 2018.  

3. A análise sorológica revelou que 86,2% das amostras de soros eram positivas 

para o subtipo H3N2, 92,6% para o subtipo H1N1 e 6,18% eram negativas 

para ambos os subtipos. Com títulos mais altos para H3N2 (média entre 115 

e 866) do que para o subtipo H1N1 (média entre 204 e 229; p <0,05;); 

4. Nós descrevemos aqui o genoma completo de uma cepa IAV H3N2 circulante 

no estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. 

5. Em humanos, observa-se maior prevalência do IAV em comparação com IBV. 

Sendo crianças e jovens entre 0-15 anos as faixas etárias mais acometidas; 

6. A circulação do vírus influenza se concentra nas estações chuvosas (março-

agosto) com casos esporádicos na estação mais seca (Setembro-novembro). 

7. Dos animais testados para presença de anticorpos contra ZIKV 100% 

apresentaram títulos <20 no teste de PRNT. Porém a falta de anticorpos 

neutralizantes não descarta o papel desses animais como possíveis 

reservatórios do ZIKV. 
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APÊNDICE A - ARTIGO PUBLICADO  

In vitro and in vivo models for studying Zika virus biology  

Artigo anexo na página seguinte. 

A doutoranda e co-autora desse artigo de revisão publicado na Journal of 

General Virology, foi responsável pela produção do tópico Reverse genetics systems 

for ZIKV, onde resume os principais trabalhos relacionados a sistemas de genética 

reversa e clones infecciosos para o vírus Zika. 
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APÊNDICE B - ARTIGO PUBLICADO  

Development and Validation of Reverse Transcription Loop-

Mediated Isothermal Amplification (RT-LAMP) for Rapid Detection 

of ZIKV in Mosquito Samples from Brazil 

Artigo anexo na página seguinte. 

A doutoranda e co-autora desse artigo publicado na Scientific Reports, foi 

responsável pela produção dos sequenciamentos e análises dos resultados do 

eletroferogramas do RT-LAMP. Resumidamente, os amplicons da reação RT-LAMP 

foram purificados usando o Kit de Purificação illustra GFX PCR DNA (GE) de acordo 

com as instruções do fabricante. Amplicons purificados foram sequenciados usando 

o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, EUA), 

conforme estabelecido pelo fabricante e executado em um sistema capilar ABI Prism 

3100 Automatic. As sequências dos fragmentos foram analisadas no software 

Bioedit v7.0.5, e submetidas banco de dados NCBI BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) para identificar a linhagem ZIKV mais 

próxima. 
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APÊNDICE C - ARTIGO PUBLICADO  

Evolutionary study of potentially zoonotic hepatitis E virus 

genotype 3 from swine in Northeast Brazil 

                    Artigo anexo na página seguinte. 

A doutoranda e co-autora desse artigo publicado na Memórias do Instituto 

Oswaldo Cruz, participou ativamente no planejamento das coletas, identificação e 

processamento de amostras. Também foi responsável pela revisão do manuscrito. 
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