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PADRONIZAÇÃO DE UMA RT-qPCR MULTIPLEX ONE-STEP PARA SUBTIPAGEM 
DO VÍRUS INFLUENZA A EM SUÍNOS 
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INTRODUÇÃO 

A influenza é uma doença respiratória viral aguda que afeta várias espécies de aves e mamíferos, incluindo 
o homem (4). A doença é causada pelo vírus influenza A (IAV), e possui um impacto econômico significativo 
nos rebanhos suínos afetados, além de representar uma ameaça à população humana devido ao seu 
potencial pandêmico e zoonótico (6). Muito embora os subtipos virais prevalentes em suínos na maioria dos 
países sejam o H1N1, H1N2 e H3N2, estes são geneticamente e antigenicamente distintos, de acordo com 
a região geográfica de origem (5). Estudos recentes realizados com isolados brasileiros do IAV confirmaram 
que as linhagens virais detectadas em suínos no Brasil são geneticamente distintas, não sendo encontrados 
vírus semelhantes em suínos de outros países (2). Desta forma, um teste de diagnóstico rápido, que seja 
capaz de detectar e diferenciar os subtipos do IAV em suínos é importante para o monitoramento e controle 
da infecção nesta espécie. Além disso, no Brasil não existem testes rápidos disponíveis comercialmente, 
como a RT-qPCR, para a determinação do subtipo viral em amostras clínicas de suínos. Assim, este estudo 
teve como objetivo desenvolver e validar dois ensaios de RT-qPCR multiplex, (hemaglutinina (HA) e 
neuraminidase (NA)) para a detecção e diferenciação dos subtipos H1N1, H1N2 e H3N2 do IAV circulantes 
em suínos no Brasil. 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram selecionadas sequências nucleotídicas dos genes HA e NA, obtidas a partir de IAVs isolados de 
suínos no Brasil. Os iniciadores e sondas para cada segmento gênico foram desenhados utilizando-se o 
software Primer Express (Applied Biosystems) e estão listados na Tabela 1. O ensaio de RT-qPCR foi 
realizado em duas reações distintas: uma visando a amplificação do gene HA (H1pdm, H1hu e H3) e a 
outra visando a amplificação do gene NA (N1pdm, N1hu e N2). Para a quantificação absoluta e 
padronização dos ensaios foram produzidos RNAs padrão para cada segmento gênico. Ademais, um 
controle interno (SPUD) (3) foi incluído nas reações. O limite de detecção (LOD), foi determinado a partir 
de diluições em base dez de cada RNA padrão, contendo 5,09×108 a 5,09×100 cópias de RNA viral por 
microlitro. Para a avaliação da especificidade analítica de ambos os ensaios, foram testadas 85 amostras 
de IAV isoladas de suínos entre 2009 e 2016, previamente caracterizadas por sequenciamento genômico. 
Além disso, para verificar a especificidade diagnóstica dos ensaios, 50 amostras clínicas colhidas de suínos, 
e consideradas negativas para o IAV por RT-PCR (1) e positivas para outros patógenos de suínos, também 
foram testadas. Setenta e três amostras clínicas (34 suabes nasais e 39 amostras de tecido pulmonar) 
colhidas de suínos durante 2017 e 2018, e previamente diagnosticadas como positivas para IAV por RT-
PCR (1), foram avaliadas. O RNA viral foi extraído utilizando-se o MagMAX Viral RNA Isolation Kit (Ambion), 
e as amostras foram avaliadas pelos ensaios de RT-qPCR desenvolvidos, utilizando o AgPath-ID One-Step 
RT-PCR Kit (Ambion). 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A reação para amplificação do gene HA foi padronizada com os seguintes parâmetros: 0,75X da solução 
tampão da RT-PCR, 1,67μL do detection enhancer, 1X do RT-PCR Enzyme Mix, 200nM do par de 
iniciadores do H1pdm, H3 e SPUD, 160nM do par de iniciadores do H1hu, 48nM da sonda do H1pdm e 
H1hu, 60nM da sonda do H3 e SPUD, 1μL do DNA do SPUD, e 5μL do RNA viral da amostra. A reação do 
gene NA foi padronizada com 0,75X da solução tampão da RT-PCR, 1,67μL do detection enhancer, 1X do 
RT-PCR Enzyme Mix, 400nM do par de iniciadores do N1pdm, 200nM do par de iniciadores do N1hu e N2, 
120nM do par de iniciadores do SPUD, 132nM da sonda do N1pdm, 60nM da sonda do N1hu, 48nM da 
sonda do N2, 36nM da sonda do SPUD, 1μL do DNA do SPUD, e 5μL do RNA viral da amostra. A ciclagem 
para ambas as reações foi estabelecida com a transcrição reversa a 45°C por 10 minutos, desnaturação 
inicial a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de desnaturação a 95°C por 15 segundos e anelamento a 60°C por 
30 segundos. A especificidade analítica da técnica foi de 100%, ou seja, os subtipos e a linhagem viral 
foram corretamente identificados pelo teste, de acordo com os resultados previamente obtidos pelo 
sequenciamento genômico (Tabela 2). O ensaio apresentou 100% de especificidade diagnóstica. O LOD 
para o segmento HA foi de 5,09×102 cópias de RNA viral/μL para o H1pdm, 5,09×103 para o H1hu e 
5,09×102 para o segmento H3; e o LOD para o segmento NA foi de 5,09×102 cópias de RNA viral/μL para 
o N1pdm, 5,09×101 para o N1hu e 5,09×102 para o N2. Setenta e quatro por cento (74%) das amostras 
clínicas analisadas por RT-qPCR multiplex tiveram o subtipo e a linhagem viral identificados (Tabela 2). O 
subtipo viral mais detectado foi o H3N2 (46,3%), seguido pelo H1N1pdm (33,3%) e H1N2 (11,1%). A 
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presença de coinfecção foi detectada em 3,7% das amostras e rearranjo gênico em 1,9% das amostras 
analisadas. Embora os limites de detecção dos ensaios sejam altos, o subtipo viral não pôde ser 
determinado em 26,0% das amostras clínicas. No entanto, para 3,7% das amostras, apenas o segmento 
NA do N1pdm foi determinado pelo ensaio NA. Isso pode ser explicado pelo LOD do segmento NA ser 
maior comparado ao LOD do segmento HA. A ausência de detecção do subtipo viral em 19 das 73 amostras 
clínicas é provavelmente devido à presença de uma baixa concentração viral nas amostras clínicas, abaixo 
do limite de detecção do teste. 

 
CONCLUSÕES 

O ensaio de RT-qPCR multiplex desenvolvido e validado nesse estudo mostrou-se um método rápido, muito 
sensível e específico para a identificação dos subtipos e linhagens genéticas do IAV em amostras clínicas 
de suínos e isolados virais. A técnica descrita é economicamente viável quando comparada a outros 
métodos, como o sequenciamento genômico, e, uma vez implementada em laboratórios de diagnóstico, 
poderá fornecer informações sobre a prevalência dos subtipos virais em suínos, contribuindo para o 
monitoramento e vigilância da influenza em rebanhos suínos. 
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Tabela 1. Sequências dos iniciadores e sondas para RT-qPCR multiplex one-step (segmentos gênicos HA e NA). 

Iniciadores e sondas Sequências dos iniciadores e sondas (5' → 3') Posição Fragmento (pb) 

H1pdm_F CACAAAWTTGAGACTGGYMACA 1007 – 1028 
101 H1pdm_R CTGTCCAYCCYCCTTCAAT 1107 – 1089 

H1pdm_Sonda FAM-CCTATTTGGRGCCATTGCYGGTT-QSY 1064 – 1086 

H1hu_F GGTTTGTTTGGWGCCATTGC 1062 – 1081 

106 H1hu_R CAGCATAVCCAGAYCCTTGC 1167 – 1148 

H1hu_Sonda VIC-TTCATTGAAGGRGGDTGGACTGGAAT-QSY 1086 – 1111 

H3_F GTTGGTAYGGTTTCAGGCATC 1115 – 1135 

93 H3_R TCCCAYTGATTTGGTCRATTG 1207 – 1187 

H3_Sonda NED-CAAGCWGCAGAYCTTAAAAGYACTCAAGCA-QSY 1156 – 1185 

N1pdm_F GAGGARTGYTCYTGYTATCCTGA 849 – 871 

89 N1pdm_R AAAGACACCCAHGGYCGRTT 937 – 918 

N1pdm_Sonda FAM-ATGTGTRTGCAGGGATAACTGGCATGG-QSY 887 – 913 

N1hu_F CCGATGGCCCGAGTAATG 748 – 765 

97 N1hu_R TGGAAATTGGGTGCATTTAACTC 844 – 822 

N1hu_Sonda NED-CCGCCTCGTACAAGATCTTCAAGATCGA-QSY 769 – 796 

N2_F GGGTRTYCCRTTTCAYTTGGGAA 508 – 530 
123 N2_R CTGGCRGTTGCATTTTYATCATG 630 – 608 

N2_Sonda VIC-CAAGTGTGYATDGCATGGTCCAGYTCAA-QSY 536 – 563 

 
 

Tabela 2. Amostras testadas pela RT-qPCR multiplex one-step na especificidade analítica de IAVs isolados e 
sequenciados, bem como na avaliação de amostras clínicas. 

 

Subtipo/linhagem IAVs isolados e sequenciados Amostras clínicas 

H1N1pdm 45 18 
H1N2hu 17 6 
H3N2hu 11 25 

H1pdmN2r 3 1 
H1N1hur 3 0 

H1N1pdm + H3N2hu 4 0 
H1N2hu + H3N2hu 1 0 

H3N2hu + H1pdmN2r 1 0 
H1N1pdm + H1N2hu 0 1 

H1N1pdm + H1pdmN2r 0 1 
HxN1pdm 0 2 

Não subtipado 0 19 

Total 85 73 


