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Introducao

O virus influenza A (IAV) é um virus envelopado, com genoma composto por RNA,
segmentado. O TAV € um dos principais patégenos envolvidos em casos de infec¢do respiratoria
aguda em suinos, impactando negativamente a produgdo de suinos (7). O virus ¢ considerado
endémico na suinocultura mundial e os subtipos HIN1, HIN2 e H3N2 s@o os mais prevalentes (1,
2,7). O diagnostico da influenza em suinos € realizado a partir de amostras de secrec@o nasal, suabe
orofaringeo, “wipes”, fluido oral e tecido pulmonar, as quais sdo testadas por RT-PCR (7).

O fluido oral (FO) tem sido utilizado no diagnéstico de influenza em suinos, pois além de
ser uma amostra mais representativa do plantel para detectar excregdo viral, é rapido, de baixo custo
e de facil amostragem (3, 4). O fluido oral é composto pela secrecdo das glandulas salivares,
misturada com soro, células inflamatorias, fungos, bactérias, virus, secrecdes nasais e bronquiais,
células epiteliais da mucosa oral e debris de alimentos (2, 5). Muitos destes elementos presentes na
saliva influenciam a extracdo de acidos nucleicos, degradando o RNA e atuando como inibidores
durante a reagdo de RT-PCR (8).

Existem varios kits disponiveis comercialmente e com alta qualidade para extragdo de RNA
a partir de pequenas quantidades de material biologico, porém estes necessitam ser avaliados para
cada matriz que se deseja testar. Neste trabalho, trés kits comerciais de extracdo automatizada de
acidos nucleicos, baseados em “beads magnéticas”, foram avaliados para extracdo de RNA de IAV
em FO de suino.

Material e métodos

Para a extracdo de RNA foi utilizada uma amostra de IAV HIN1pdm09 isolada de suinos
em 2010 (CMISEA - BRMSA 00099) (6), com TCIDso/mL 10*%8, Foi realizada diluigdo seriada
1:10 do virus em solugdo salina fosfatada (PBS) e, em seguida, amostras de FO, negativas para AV
(8), foram acrescidas a diluigdo viral finalizando as respectivas concentragdes (10! a 10°6).

A seguir, RNA viral foi extraido, a partir das dilui¢des 10-' a 106, utilizando os kits
MagMAX-96 Viral RNA Isolation Kit (Thermo Fisher), MagMAX CORE Nucleic Acid
Purification Kit (ThermoFisher) e MagAttract 96 Cador Pathogen Kit (Qiagen). A proporgao
utilizada de FO/volume eluido final foi de 50/50uL; 200/90uL e 200/100uL, respectivamente. Apos
a extracdo de RNA, foi realizada a amplificacdo do gene que codifica a proteina da matriz (M) do
IAV por meio do teste de RT-qPCR (8). Na reagao foi utilizado o kit AgPath-ID OneStep (Ambion),
o sistema de detec¢do TagMan e o equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems).
O ciclo de quantificagdo (Cq), inversamente associado a carga viral, foi determinado para cada
amostra. Como controle positivo foi utilizada a amostra BRMSA 00099, diluida 1:10 em PBS e,
como controle negativo, FO testado por RT-qPCR e negativo para [AV.

Resultados e discussio

RNA de TAV foi extraido de amostras de FO e a RT-qPCR foi realizada conforme descrito
acima. Amplificacdo do gene M do TAV foi detectada para as amostras de FO com RNA extraido
com o uso dos kits de extragdo MagMAX-96 Viral RNA Isolation Kit (ThermoFisher) e MagAttract
96 Cador Pathogen Kit (Qiagen) (Tabela 1). Néo foi evidenciada amplificagdo do gene M do IAV
quando o RNA viral foi extraido com o uso do MagMAX CORE Nucleic Acid Purification Kit
(ThermoFisher). Varios estudos reportam o uso do kit MagMAX-96 Viral RNA Isolation Kit
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(ThermoFisher) para detec¢do de IAV em FO (1, 2, 3, 4). Além disto, 0 MagMAX-96 Viral RNA
Isolation Kit requer uma quantidade inicial menor de FO e gera um volume eluido final de RNA na
proporg¢aol:1. Apesar do MagAttract 96 Cador Pathogen Kit (Qiagen) usar um volume inicial maior
de FO e gerar um volume eluido de 2:1, o volume final de RNA é maior quando comparado com o
MagMAX-96 Viral RNA Isolation Kit (ThermoFisher), todavia sem causar prejuizo no ciclo de
quantifica¢do (Tabela 1). Yang et al. (9) mencionam, porém que o rendimento e a qualidade dos
acidos nucleicos tém um impacto direto no desempenho do ensaio. Além disso, um maior volume
de RNA eluido ¢ importante quando se deseja avaliar a amostra para um numero maior de agentes
patogénicos e aplicagdo do RNA para outras técnicas de diagnodstico molecular.

O uso comercial de diagnosticos baseados em amostras de FO aumentou consideravelmente
nos ultimos anos devido as vantagens praticas, economicas e de bem-estar relativas a coleta de FO,
quando comparado a coleta de sangue. E importante observar que a amostra de FO também pode
conter material do sistema respiratdrio, contaminagdo ambiental e fecal, material da cavidade nasal
e anticorpos, ampliando ainda mais o escopo para a detec¢do de agentes infecciosos por essa matriz.
Por outro lado, este amplo material resulta em alguns desafios para a analise laboratorial,
principalmente em relagéo aos inibidores da PCR e a degradagdo da amostra. Para minimizar estes
impactos, métodos de coleta, processamento e preservagdo das amostras estdo mais refinados, além
da otimizagdo de reagentes e etapas da PCR (1, 2, 4).

Conclusio

Os kits de extracdo MagMAX-96 Viral RNA Isolation Kit (ThermoFisher) e MagAttract
96 Cador Pathogen Kit (Qiagen) foram igualmente eficientes na extragdo de RNA de IAV em
amostras de FO de suinos.
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Tabela 1: Resultados de Cq na detec¢do de IAV em amostras de fluido oral de suinos quando
utilizados trés kits de extragdo de RNA.

Amosiras  Diluicio MagMAX-96 MagMAX CORE MagAttract 96
¢ (ThermoFisher) (ThermoFisher) (Qiagen)

T1 10" FO 21,45 - 21,45
T2 102 FO 25,36 38,23 29,09
T3 107 FO 32,70 - 32,59
T4 10 FO 37,46 - 36,80
T5 10 FO - - -

T6 10°° FO - - -

C- FO - - -

C+ 10' PBS 21,83 21,49 21,19
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