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INTRODUÇÃO 

A influenza é uma doença respiratória aguda que acomete diferentes espécies, dentre elas, a espécie suína. 
A infecção causada pelo vírus Influenza A (IAV) tem um impacto negativo na produção de suínos devido ao 
aumento dos custos de produção (1). Ademais, a influenza tem implicações consideráveis à saúde pública, 
dada a possibilidade de emergência de vírus pandêmicos, sendo importante o monitoramento de suínos 
por meio de testes de diagnóstico rápido (2). Para o diagnóstico, as condições de manutenção das amostras 
(as quais envolvem as variáveis: acondicionamento, tempo e temperatura), desde a colheita da amostra até 
o envio do material ao laboratório, podem interferir negativamente na detecção viral (3). Dentre os métodos 
inovadores para a colheita e manutenção de amostras clínicas, encontra-se disponível o suabe GenoTube® 
(Thermo Fischer Scientific), o qual permite detecção de material genético viral por RT-qPCR de forma 
assegurada, com colheita facilitada de amostras biológicas, secagem rápida e, transporte das mesmas sem 
refrigeração, fatos estes, que o torna simples e favorável na sistemática custo x benefício (4), no entanto 
sem análises específicas frente a viabilidade viral, importante para outras análises. Este estudo tem como 
objetivo, determinar a viabilidade do vírus Influenza A, após acondicionamento da amostra clínica em suabe 
Genotube®, por meio dos métodos de isolamento viral em ovos livres de patógenos específicos (SPF) e 
por RT-qPCR.  
 

MATERIAL E MÉTODOS 

Para os ensaios de viabilidade viral, utilizou-se uma amostra do vírus influenza A/H1N1 isolada de suínos 
(A/swine/Brazil/107/2010) e armazenada na CMISEA (BRMSA 00099). Após a titulação da amostra viral, 
feita através de teste de hemaglutinação (HA), foram selecionadas alíquotas com títulos de 128 UHA 
(unidades hemaglutinantes) (alíquota A) e 256 (alíquota B) para inoculação no GenoTube®. Para simular a 
colheita de amostra biológica, os suabes foram embebidos em 30μL da amostra viral, e mantidos em 
temperatura ambiente (TA) durante 12 horas (dia 0), 24 horas (dia 1), 48 horas (dia 2), 72 horas (dia 3), 96 
horas (dia 4), 120 horas (dia 5), 168 horas (dia 7) e 240 horas (dia 10). Em cada dia foram anotadas as 
temperaturas máximas e mínimas da sala onde os suabes haviam sido armazenados. Após, todos os 
suabes foram ressuspensos em 1mL de PBS estéril, vortexados por 30 segundos, mantidos em descanso 
por cinco minutos e novamente vortexados por 30 segundos. Para testar a viabilidade viral, as suspensões 
finais foram inoculadas em três ovos SPF (200μL por ovo) e uma alíquota foi armazenada a -80ºC para 
posterior análise por RT-qPCR. Após um período de incubação de quatro dias a 37°C, o líquido cório-
alantóide (LCA) dos ovos foi colhido e submetido ao teste de hemaglutinação (HA) (5) para a confirmação 
da presença viral, e por RT-qPCR (6) para quantificação do gene M do IAV.  
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A viabilidade do vírus influenza A, a partir do armazenamento da amostra 107/2010 no GenoTube® mantido 
em TA, foi avaliada pela inoculação da amostra viral recuperada em ovos SPF. No decorrer do período de 
armazenamento, as temperaturas mínimas e máximas variaram de 22,1ºC a 32,2ºC. Para a alíquota A, o 
IAV se manteve viável, com título de 128 UHA por um período de 96 horas. Após 168 horas de 
armazenamento, o título foi reduzido em 64 UHA e, a partir deste período, a amostra foi considerada 
negativa. Para a alíquota B foi verificada a redução do título viral nas primeiras 48 horas de armazenamento 
(128 UHA). No entanto, no período de 72 horas, o título registrado foi igual ao inicial (256 UHA), o que pode 
ser justificado pela sensibilidade da técnica diagnóstica utilizada. No período entre 96 e 168 horas, a 
amostra manteve título de 64 UHA e, no 10o dia de armazenamento, o título viral foi de 32 UHA (Figura 1A). 
É sabido que a viabilidade de uma amostra de vírus bem conservada pode ser mantida por um longo período 
de tempo e o título viral pode ser aumentado após passagem em ovos SPF (1,3). Ao avaliar as amostras 
recuperadas do Genotube e submetidas ao ensaio de RT-qPCR, foi verificado que o CT das amostras com 
título de 128 UHA variou de 23,02 a 28,39, e o CT das amostras com título de 256 UHA variou de 21,84 a 
24,83. Para as amostras recuperadas do Genotube e inoculadas em ovos SPF, o CT variou de 11,48 a 
18,43 (amostras com título de 128 UHA) e variou de 10,99 a 13,31 nas amostras com título de 256 UHA 
(Figura 1B). Os resultados obtidos foram satisfatórios revelando a manutenção da viabilidade viral para 
amostras armazenadas sob altas temperaturas e por períodos prolongados, simulando as condições que 
ocorrem a campo, desde o momento da colheita da amostra até o envio ao laboratório de diagnóstico. Para 
aumentar as chances de isolamento viral, é preconizado que a colheita de amostras de suínos suspeitos 
de infecção pelo IAV seja realizada durante a fase aguda da doença (3-5 dias após a infecção) (1,3). Além 
disto, de acordo com as recomendações descritas no Manual Terrestre da Organização Mundial de Saúde 
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Animal (OIE), as amostras devem ser armazenadas em meio de transporte a 4°C e remetidas ao laboratório, 
preferencialmente, em até 48 horas (3). Haach et al. (2018) (2) testaram a viabilidade do IAV a partir de 
amostras biológicas acondicionadas em diferentes meios de manutenção viral e constataram que as 
amostras se mantiveram viáveis após 120 horas, quando mantidas a 4°C. Os resultados do presente estudo 
mostram a manutenção da viabilidade viral em amostras armazenadas sob temperatura ambiente elevada 
(temperatura máxima: 32.2ºC), por um período prolongado de tempo (até 10 dias) e sem meio de 
manutenção. Considerando-se a grande extensão territorial brasileira e a distância entre as áreas de 
produção de suínos e os laboratórios de diagnóstico, a disponibilização de um sistema de manutenção de 
amostras clínicas de suínos em temperatura ambiente, até o envio das mesmas ao laboratório, é bastante 
oportuna. Além disto, este é o primeiro trabalho acerca da utilização do suabe GenoTube® na colheita de 
amostras de suínos para o diagnóstico do vírus influenza pela detecção do RNA viral e também pela 
avaliação da viabilidade viral por meio de isolamento em ovos SPF. Outros estudos demonstraram a 
eficiência do GenoTube® na preservação de amostras biológicas positivas para o vírus da peste suína 
africana (7), da síndrome respiratória e reprodutiva suína (8, 9) e o circovirus suíno tipo 2 (9).   
 

CONCLUSÕES 

O suabe GenoTube® mostrou-se efetivo na conservação e preservação do vírus Influenza A. Tanto a 
estabilidade do RNA viral como a viabilidade da amostra viral foram evidenciadas, mesmo diante de 
condições oscilatórias de temperatura e/ou tempo de armazenamento. 
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Figura 1. A) Titulação de amostras do vírus influenza A (alíquota A e B) pelo teste de HA, após armazenamento em 
GenoTube® por um período de até 240 horas em temperatura ambiente. B) Detecção de RNA viral por RT-qPCR em 
amostras do vírus influenza A (alíquota A e B) armazenadas em GenoTube® por um período de até 240 horas em 
temperatura ambiente. 
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