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INTRODUCAO

A influenza é uma doenca respiratoria viral aguda, altamente contagiosa, que afeta suinos e outras
espécies, incluindo humanos (6). O virus influenza A (FLUAV) replica no epitélio respiratério e € excretado
nas secrecdes nasais entre 24 horas e oito dias poés-infec¢do (1). Desde 2009, surtos periddicos de
influenza em suinos tém sido observados em rebanhos brasileiros, sendo o virus pandémico H1N1
(HIN1pdm) frequentemente detectado (4). O diagndstico virologico é realizado por RT-gPCR, pela
amplificacdo do gene da matriz do HIN1pdm (1, 7). A amostra de escolha para o diagnéstico é a
secrecdo nasal colhida de suinos apresentando sinais clinicos da infeccdo (5, 6). Contudo, problemas na
colheita e armazenamento das amostras bioldgicas, bem como no tempo decorrido entre a colheita e a
andlise das amostras, em funcdo da distancia entre as granjas produtoras de suinos e os laboratérios de
diagndstico do FLUAV no Brasil, pode comprometer o diagnostico da doenca, levando a detecgdo de
amostras falso-negativas. Sendo assim, faz-se necessario uma correta preservagdo e transporte das
amostras bioldgicas ao laboratério a fim de manter a integridade do RNA viral, bem como a viabilidade
viral para posterior caracterizacdo antigénica e/ou producdo de candidatos vacinais. Neste estudo foi
analisada a viabilidade viral de uma amostra do FLUAV H1N1pdm, mantida em diferentes meios de
manutencao, e submetida a diferentes temperaturas por um periodo de 120 horas.

MATERIAL E METODOS

A amostra do virus influenza H1IN1pdm (protocolo 107/10) com titulo de inibicdo da hemaglutinagdo de
1:128 foi utilizada no teste de avaliagéo da viabilidade viral. Suabes nasais sintéticos foram embebidos em
100uL da solugdo estoque do virus por cinco minutos e imediatamente submetidos as diferentes
condi¢cBes testadas. Foram utilizados como meios de manutencéo o meio UTM (Universal Transportation
Media), disponivel comercialmente (Copan), o meio VTM (Viral Transportation Media) produzido no
laboratério de virologia da Embrapa Suinos e Aves, tendo como base o MEM, e algumas amostras de
suabe foram mantidas sem meio de manutencdo (a seco). As amostras virais, armazenadas em UTM,
VTM ou a seco foram incubadas a 4°C, 23°C e 37°C por um periodo de cinco dias (120 horas). Aliquotas
das amostras foram colhidas a cada 12 horas e armazenadas a -80°C para posterior analise. As amostras
de suabe mantidas a seco foram colocadas em frasco contendo 900uL de VTM, no momento da colheita,
mantendo a mesma dilui¢do viral para os demais meios (1:10). Para testar a viabilidade viral foi realizada
uma passagem das amostras em ovos embrionados de galinhas SPF (Specific Pathogen Free). Apds um
periodo de incubagéo de quatro dias a 37°C, o liquido corio-alantéide dos ovos foi colhido e o RNA viral
extraido utilizando beads magnéticas (MagMAXTM, Ambion). O ciclo de quantificacdo (Cq), inversamente
associado a carga viral, foi determinado por RT-gPCR para cada condicdo testada (7), ou seja, quanto
menor o Cg maior a carga viral presente na amostra. A andlise da variancia foi realizada para o modelo
que considera os efeitos de meio de manutencgéo, temperatura e tempo e as intera¢des duplas entre eles.
O desdobramento dos efeitos significativos (p<0,05) foi realizado por meio do teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Todas as amostras mantidas em meio UTM, VTM ou a seco, e submetidas a diferentes temperaturas
foram positivas para o FLUAV por RT-gPCR. Contudo, apés a inoculacdo em ovos SPF foi observada
uma reducao da carga viral das amostras, associada ao aumento da temperatura e quando o periodo de
armazenamento ultrapassou as 84 horas. Em relagdo aos meios de manutengdo utilizados, houve
diferenca estatistica significativa na carga viral observada quando o FLUAV foi mantido em meio UTM
frente aos demais (VTM e a seco). As amostras que permaneceram a Seco apresentaram carga viral
inferior em relagdo as amostras que foram mantidas em meio UTM e VTM (Tabela 1). Isto foi observado
principalmente quando as amostras foram mantidas a 23°C e a 37°C (Tabela 1). Druce et al. (2012),
avaliaram a capacidade de detecgdo do FLUAV por RT-gPCR em intervalos de 24 horas, e resultados
similares foram observados em amostras de suabes nasais mantidos a seco (2). Contudo, o trabalho
citado avaliou somente a integridade do RNA viral e ndo a infectividade das amostras. Os virus influenza
apresentam uma baixa viabilidade quando expostos ao ambiente, pois sdo facilmente inativados em
condi¢cBes de alta temperatura (6). A viabilidade viral diminui com o passar do tempo de armazenamento,
e esta taxa de decréscimo é frequentemente acelerada em altas temperaturas (2, 3). O meio de
manutencao ideal para amostras de virus deve manter a viabilidade viral com perda minima de titulo do
virus, bem como deve conter componentes para evitar a contaminacdo microbiana (3). Desta forma, para
aumentar as chances de isolamento viral, a colheita das amostras biol6gicas deve ser realizada durante o
pico da excregéo viral (nos primeiros 5 a 7 dias pds-infecgdo), as amostras devem ser mantidas em
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baixas temperaturas e o tempo decorrido entre a colheita e a analise laboratorial deve ser o menor
possivel, a fim de evitar a degradagdo do material genético (3, 5).

CONCLUSOES

A integridade do RNA viral das amostras analisadas, avaliada por RT-gPCR, foi mantida para todas as
condicdes testadas (meio de manutencgdo x temperatura x tempo). Entretanto, a viabilidade viral foi maior
para as amostras mantidas em meio de manutencéo de virus, em temperatura maxima de 23°C, e tempo
de armazenamento ndo superior a 84 horas. Valores acima destes levam a uma diminui¢do significativa
da carga viral. Baseado nos resultados encontrados é recomendado que as amostras biologicas
encaminhadas para diagnostico de FLUAV sejam armazenadas em meio de manutencdo de virus, em
temperaturas nao superiores a temperatura ambiente (22-23°C) e que o periodo de transporte ndo seja
maior do que trés dias.
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Tabela 1. Avaliacao dos ciclos de quantificagdo do FLUAV (média das 120 horas) submetido as diferentes condigbes
de temperatura e meio de manutencgéo.

Temperatura (°C)

4 23 37 Média
Sem meio 16.21+0.73% 18.58+1.89% 26.44+1.28" 20.41£1.12*
Meio UTM 15.80+0.30° 15.99+0.36° 15.60+0.18° 15.80+0.16°
Meio VTM 19.11+0.93% 18.06+0.58" 19.85+1.50% 19.01x0.61"
Média 17.04£0.48" 17.54+0.68" 20.63+1.04° 18.400.47
Médias seguidas por letras mindsculas distintas no desdobramento da interag&o diferem significativamente pelo teste

de Tukey (p<0,05).
Médias seguidas por letras mailsculas distintas nos efeitos principais diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p=0,05).
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