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Resumo

A infecgdo de suinos pelo virus influenza causa perdas significativas na suinocultura e a doenga tem
implicagdes consideraveis para a saude publica. Dessa forma, a rapida detec¢do viral em amostras
bioldgicas de suinos ¢ importante para a vigilancia da influenza. Para o diagndstico, as condi¢des de
manuten¢do das amostras bioldgicas (modo de acondicionamento, temperatura e periodo de
acondicionamento), desde a colheita das amostras de suinos até o envio ao laboratorio, podem
interferir negativamente na deteccdo viral. Neste estudo foi analisada a viabilidade de uma amostra
do virus influenza A HIN1/2009 isolada de suinos, mantida em diferentes modos de
acondicionamento (meio comercial UTM, meio in house VIM e sem meio de manutengdo) e
diferentes temperaturas (4, 23 e 37 °C) por um periodo de até 120 horas. As amostras foram avaliadas
por RT-gqPCR e isolamento em ovos embrionados. Foram observados efeitos significativos (p<0,05)
para o modo e periodo de acondicionamento e da interagdo entre esses dois fatores com a carga viral.
Dessa forma, as amostras bioldgicas enviadas para diagndstico de influenza devem ser armazenadas,
preferencialmente, em meio de manutengdo viral a 4 °C e o tempo decorrido entre a colheita da
amostra e a chegada ao laboratdrio deve ser de, no méaximo, trés dias.

Palavras-chave: diagnoéstico; influenza; suinos; viabilidade viral.

Abstract

Influenza virus infection in pigs causes significant losses for the swine industry and concerns for the
public health. Therefore, rapid virus detection is important for influenza surveillance in pigs. Storage
conditions (such as medium, temperature, and time) of the biological samples are very important for
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the diagnosis because they can negatively interfere with the viral detection. In this study, influenza
virus viability was evaluated in different storage media (UTM commercial medium, “in house” VIM
medium, and without storage medium), temperature (4, 23 and 37 °C), and storage time (up to 120
hours). Samples were evaluated by RT-qPCR and isolation in embryonated chicken eggs. Significant
effects (p<0.05) were observed for the media and time besides the interaction between the two factors
with the viral load. In conclusion, biological samples of pigs sent for influenza diagnosis should be
stored, preferably in viral maintenance medium at 4 °C, and the time estimated between the sample
collection until the arrival in the laboratory should be less than three days.

Keywords: diagnosis; influenza; swine; viral viability.
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Introducao

O virus influenza A (FLUAV) ¢ um dos principais agentes etioldgicos envolvidos em casos de
infec¢do respiratoria aguda em suinos, ocasionando prejuizos a suinocultura devido a perda de peso
dos animais e aumento do custo de producao pelo uso de antimicrobianos para controlar infec¢des
bacterianas secundarias"). Embora o virus influenza seja considerado endémico na maioria dos paises
produtores de suinos, surtos da doenga comegaram a ser registrados globalmente a partir de 2009,
associados a infecgdo pelo virus pandémico HIN1 (HIN1/2009)®. No Brasil, apesar de relatos da
presenca do virus em suinos ja terem sido registrados anteriormente®®, surtos de doenga respiratéria
comegaram a ser mais frequentes a partir de 2009, sendo o virus HIN1/2009 identificado nesses
casos®®. A partir de 2011, novos virus influenza dos subtipos virais HIN2 e H3N2 comegaram a ser

também detectados em casos clinicos de infecgio respiratoria aguda em suinos no Brasil”:®).

Para o diagndstico rapido de influenza, amostras bioldgicas (secrecdo nasal e tecido pulmonar) de
suinos sdo testadas por RT-PCR para detectar um gene conservado (gene da matriz) do FLUAV®-10,
Embora o ensaio de RT-PCR seja um método rapido e bastante sensivel, detecta somente o0 RNA
viral, ndo determinando se o virus esta viavel ou ndo!%!V. Para isso, ¢ realizado o isolamento viral,
técnica considerada como o “padrdo-ouro” no diagndstico da influenza!>!¥). A obten¢io do isolado
viral permite a realiza¢do de estudos sobre diversidade genética viral, patogenia, caracterizagao
antigénica e produgio de candidatos vacinais®'®. Porém, para o sucesso do isolamento viral, ¢
primordial que o virus presente na amostra esteja viavel!>!% e, neste caso, a amostra de escolha é a

secrecdo nasal colhida de suinos durante a fase aguda da infecgio!:!).

Os virus influenza apresentam um envelope lipidico, portanto sdo sensiveis a mudangas no ambiente
fisico como temperatura, pH e salinidade!®. Dessa forma, a manutengio inadequada das amostras
bioldgicas, principalmente em condigdes de elevada temperatura, pode comprometer o diagnostico
pela inativacio das particulas virais!"!”!®. Para evitar a redugio de titulo viral, aumentando as
chances de isolamento viral, as amostras devem ser transportadas ao laboratério no menor
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tempo possivel e mantidas refrigeradas (4 °C)!*29. O congelamento de amostras do virus
influenza a -20 °C ndo ¢ indicado, uma vez que os cristais de gelo formados nessa temperatura
inativam o virus!®!#21. Da mesma forma, a correta formula¢io do meio de manutencio de virus deve
ser observada, ou seja, o meio deve ser isotonico, conter estabilizantes (soro albumina bovina,
gelatina, sacarose e outros), antimicrobianos e antifingicos para reduzir a contaminagao bacteriana e
fungica®>1%21:2)_ De acordo com as recomendagdes descritas no Manual Terrestre da Organizagio
Mundial de Satide Animal (OIE)??, amostras bioldgicas de suinos devem ser armazenadas em meio
de transporte a 4 °C e remetidas ao laboratorio preferencialmente em até 48 horas®®. Entretanto, em
virtude da grande extensdo do Brasil e, consequentemente da distancia que existe entre as areas de
produgdo de suinos e os laboratorios de diagnostico, nem sempre esse prazo € obedecido.

Com este estudo objetivou-se avaliar a viabilidade do virus influenza submetido a diferentes
condigdes de manutencdo, como modo de acondicionamento, temperatura e periodo de
armazenamento da amostra até o envio ao laboratorio para diagnoéstico.

Material e Métodos

Para os ensaios de viabilidade viral foi utilizada uma amostra do virus influenza do subtipo
HIN1/2009 isolada de suinos em 2010 na Embrapa Suinos e Aves (A/swine/Brazil/107/2010)® e
armazenada no CMISEA (Coleg¢ao de Microorganismos de Interesse para Suinos e Aves) sob o
codigo BRMSA 00099. Para a realizacdo do teste, a amostra viral foi multiplicada em ovos
embrionados de galinhas SPF (Specific Pathogen Free) e, apos duas passagens em ovos, apresentou
titulo hemaglutinante de 1:128 e dose infectante em 50% da cultura celular da linhagem MDCK
(Madin-Darby Canine Kidney) de 1x10*3¥ por mL.

Foram avaliados trés modos de acondicionamento da amostra viral: um meio disponivel
comercialmente, meio UTM (Universal Transport Medium,; Copan®), um meio produzido no
laboratério de virologia da Embrapa Suinos e Aves, tendo como base o meio minimo essencial
(MEM) acrescido de antimicrobiano, antifungico e albumina sérica bovina e aqui denominado VTM
(Viral Transport Media) e a manutengao da amostra viral em frasco vazio, sem meio de manutencgao.
Para isto, suabes sintéticos (Inlab®) foram embebidos em 100uL da solucdo estoque do virus por
cinco minutos, armazenados em microtubos do tipo eppendorf de 2mL e imediatamente submetidos
as diferentes condigOes testadas. Para as amostras mantidas em meio de acondicionamento viral
(UTM e VTM), 900uL de cada meio foi adicionado ao tubo correspondente. As amostras mantidas
em frascos sem meio de acondicionamento foram acrescidas de 900uL de meio VTM ao final de cada
periodo de armazenagem, mantendo a mesma diluicdo viral utilizada para os demais meios (1:10).
As amostras virais, mantidas em UTM, VTM ou sem meio, foram incubadas a 4, 23 e 37 °C por um
periodo de até cinco dias (120 horas). Aliquotas das amostras foram colhidas a cada 12 horas ¢
armazenadas a -80 °C para posterior analise (Figura 1).
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Figura 1. Desenho experimental utilizado para realizar a avaliagdo das condigdes de armazenamento
(modo, temperatura e periodo de acondicionamento) do virus Influenza HIN1/2009 no diagnéstico viral.
(Virus influenza A adaptado de Vincent et al )29

Para testar a viabilidade viral de cada uma das amostras submetidas aos diferentes tratamentos, 600uL
de cada amostra foram inoculados em trés ovos SPF (200uL por ovo) com nove dias de incubagio!?.
Apds um periodo de incubagdo de quatro dias a 37 °C, o liquido corio-alantdide dos ovos foi colhido
e submetido ao teste de hemaglutinagio (HA)?> e RT-PCR em tempo real quantitativa (RT-qgPCR)
para confirmagdo da presenga do virus e quantificagdo da carga viral. Para a realizagdo da RT-qPCR,
o RNA viral foi extraido por beads magnéticas (MagMAX™, Ambion®) e utilizados iniciadores e
sonda previamente descritos'!” para amplificagio do gene que codifica a proteina da matriz do
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FLUAV. Na reagao foi usado o kit AgPath-ID OneStep (Ambion®), o sistema de detec¢ao 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.

A anélise da variancia foi realizada para o modelo que considera os efeitos do modo, temperatura e
periodo de acondicionamento e as interacdes duplas entre eles. A interagao tripla foi considerada no
modelo como efeito residual, uma vez que somente foi avaliada uma repeti¢ao para cada combinagao
dos niveis dos fatores avaliados. O desdobramento dos efeitos significativos (p<0,05) foi realizado
por meio do teste de Tukey®®. Devido a heterogeneidade de variancias observada pela anélise grafica
de residuos e pelo teste de Levene, optou-se por realizar a andlise da variancia ponderando-se os
dados pelo inverso da variancia em cada combinagdo de modo e tempo de acondicionamento, uma
vez que a heterocedasticidade estava associada aos niveis desses dois fatores.

Resultados e Discussao

A capacidade de recuperar virus influenza vidvel, armazenado em diferentes condi¢des de
manutengdo (modo, temperatura e periodo de acondicionamento) foi verificada pela inoculacao das
amostras virais em ovos SPF, apos os diferentes tratamentos realizados. Todas as amostras foram
positivas no teste de HA, apresentando titulo variando entre 1:2 ¢ 1:64. Da mesma forma, todas as
amostras avaliadas foram positivas para o FLUAV por RT-qPCR, confirmando que a integridade do
RNA viral foi mantida em todas as condi¢des testadas (modo, temperatura e periodo de
acondicionamento). Os resultados do Cq viral em relagdio ao modo de acondicionamento e
temperatura ao longo do periodo de até 120 horas sdo mostrados na Figura 2. Observou-se uma
relacdo inversamente proporcional entre o Cq e a temperatura de acondicionamento (Figura 2 — a, c,
e) e quando a amostra foi mantida sem meio de manutengao (Figura 2 —b, d, f). Os resultados obtidos
para o modo e periodo de acondicionamento e, também, para a interagdo entre esses dois fatores para
o Cq (carga viral) foram estatisticamente significantes (p<0,05) quando avaliados pelo teste F.
Detalhes da interagao entre meios de manutengao e tempo de armazenamento estdo demonstrados na
Figura 3. Como observado, ¢ destacada a diferenca nas grandezas dos erros-padrao (representados
pelas linhas), sendo os erros-padrdo do meio UTM muito inferiores aos outros dois modos de
acondicionamento, além de manter as médias de Cq no decorrer do periodo de armazenamento, o que
ndo ocorreu com os outros dois modos de acondicionamento. Nao foram identificadas diferengas
significativas entre o acondicionamento sem meio de manuteng¢do e os outros dois meios, quando os
resultados foram analisados pelo teste de Tukey, provavelmente porque os erros-padrdo desse
tratamento foram muito elevados. As médias do meio de acondicionamento UTM diferiram
significativamente das médias do meio VTM nos tempos 60, 72 e 108 horas de armazenamento. A
capacidade de detec¢do do FLUAV por RT-qPCR em amostras de suabes nasais mantidas sob
diferentes condi¢des em intervalos de 24 horas foram estudadas por Druce et al.!'” que observaram
resultados similares nas amostras acondicionadas sem meio de manutenc¢do. Contudo, o trabalho
citado avaliou somente a integridade do RNA viral, ndo avaliando a infectividade viral.
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Figura 2. Avaliagdo do ciclo de quantificagdo (Cq), inversamente associado a carga viral, em relacdo a
temperatura (4, 23 e 37 °C) (a, ¢, ) e ao modo de acondicionamento (UTM, VIM e sem meio) (b, d, ),
de acordo com o tempo de armazenamento (0 a 120 horas).

O sucesso no isolamento viral e manutencdo quase constante da carga viral observados neste estudo
para os diferentes tratamentos, possivelmente foram devidos a elevada carga viral inicial, uma vez
que a amostra viral utilizada foi previamente multiplicada em ovos SPF. Assim, para aumentar as
chances de isolamento viral, a colheita das amostras biologicas a campo deve ser realizada durante o
pico da excregdo viral do FLUAV, durante a fase aguda da infec¢ao (primeiros cinco a sete dias pos-
infecgdo)®327,

Nossos resultados corroboram com as recomendagdes da OIE??, demonstrando que a integridade do
RNA viral e a viabilidade viral sdo mantidas se as amostras bioldgicas forem enviadas ao laboratdrio
de diagnostico em tempo hébil e armazenadas adequadamente.
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Figura 3. Médias e erros-padrao do ciclo de quantificacido (Cq) em funcdo das combinagdes entre meios
de manutenc¢ao e tempo de armazenamento.

Conclusao

Com os resultados obtidos, recomenda-se que as amostras bioldgicas encaminhadas para
diagnoéstico de FLUAYV sejam, preferencialmente, armazenadas em meio de manutenc¢do de virus,
mantidas a 4 °C, e que o tempo decorrido entre a colheita da amostra e a chegada ao laboratorio de
diagnostico seja de, no maximo, trés dias.
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