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RESUMO.- Este estudo verificou o desempenho de três téc-
nicas de PCR quantitativa (Real-Time) para o diagnóstico 
de Peste Suína Africana, uma doença exótica no Brasil, a 
partir de amostras de tecidos. As três técnicas escolhidas 
baseiam-se na amplificação de sequências do gene da pro-
teína viral VP72 e são preconizadas, cada uma, por labora-
tórios oficiais da OIE (PSA-OIE), dos Estados Unidos (PSA-

-USDA) e da União Europeia (PSA-EU), respectivamente. 
Oligonucleotídeos iniciadores e sondas de hidrólise mar-
cadas com fluoróforos foram sintetizados conforme a lite-
ratura de referência consultada. Sequências-alvo do DNA 
viral foram inseridos em plasmídeo sintético, os quais ser-
viram de controle positivo para a padronização das técni-
cas e otimização de reagentes, determinação dos limites de 
detecção e testes de verificação de desempenho. Para afe-
rição de repetibilidade e reprodutibilidade das técnicas, as 
técnicas padronizadas foram repetidas em dias diferentes, 
por um segundo analista, com alteração no mix comercial 
de reagentes utilizado e em um equipamento diferente, e 
também por outro laboratório. Realizaram-se, ainda, pro-
vas de sensibilidade analítica com amostras de DNA viral 
de referência e especificidade analítica e diagnóstica, com 
amostras negativas. As técnicas de PSA-EU e PSA-USDA 
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apresentaram-se mais vantajosas quanto ao consumo de 
iniciadores. Não houve diferenças significativas nos re-
sultados quantitativos variando-se os dias dos ensaios, os 
analistas, os equipamentos e o mix de reagentes. As três 
técnicas apresentaram alta especificidade analítica e diag-
nóstica e sensibilidade diagnóstica. As três técnicas de 
qPCR mostraram-se eficazes para serem adotadas por um 
mesmo laboratório para emissão de diagnósticos oficiais 
de Peste Suína Africana.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: PCR Real-Time, Peste Suína Africana, 
validação.

INTRODUÇÃO
A Peste Suína Africana (PSA) é uma doença viral que afeta 
suínos domésticos, com morbidade e mortalidade altas e 
causadora de expressivas perdas econômicas. É uma doen-
ça de notificação obrigatória (lista A) segundo a Organiza-
ção Mundial de Saúde Animal (OIE 2012). O vírus causador 
é classificado como membro do gênero Asfivirus, família 
Asfaviridae. É o único arbovírus de DNA conhecido e seu 
genoma é de fita dupla (Dixon et al. 2000, Gallardo et al. 
2014). É capaz de infectar suídeos (porco doméstico e sel-
vagem, javali, porco-do-mato, porco gigante da floresta) e 
carrapatos argasídeos do gênero Ornithodoros. Em regiões 
endêmicas, como a África subsaariana, onde há presença 
do vírus e do vetor, a transmissão pela picada do carrapato 
é a principal rota de infecção (Done et al. 2001). No entan-
to, surtos em outras regiões do mundo já foram identifica-
dos, como Sul da Europa e América Latina, associados com 
importação de alimentos contaminados, nas décadas de 70 
e 80 (Wilkinson 1989). Fezes e sangue são os principais 
contaminantes ambientais, devido à persistência do vírus 
por mais tempo (Done et al. 2001).

Os sinais clínicos da PSA são considerados indistinguí-
veis dos achados em casos de infecção pelo pestivírus da 
Peste Suína Clássica (PSC), outra doença de notificação 
obrigatória e causadora de grande morbidade e perdas 
econômicas. Observam-se febre alta, diarreia, hemorragias 
e presença de vermelhidão generalizada da pele. Espleno-
megalia e hemorragias em linfonodos e rins são os achados 
de necropsia mais comuns (Done et al. 2001). Entretanto, 
a alta letalidade, hemorragias efusivas, acentuada espleno-
megalia e linfonodos repletos de sangue com aspecto de 
hematomas distingue a PSA da PSC, o que permitiu fazer 
o diagnóstico presuntivo no surto de PSA em 1978, em Pa-
racambi/RJ, e a tomada imediata de medidas para extinção 
do foco (Tokarnia et al. 2004). O diagnóstico diferencial de 
PSA pode ser feito também com síndrome nefropática e 
dermatite porcina (PNDS), síndrome respiratória e repro-
dutiva dos suínos (PRSS), salmonelose septicêmica, erisipe-
la, pseudorraiva, estreptococose, pasteurelose, carbúnculo 
hemático e infecções que causam septicemia. (Radostits et 
al. 2007, Moura 2010).

A detecção rápida e precisa do vírus da PSA é funda-
mental para a contenção da doença, sobretudo em casos de 
surtos onde o vírus é exótico e também para avaliação pré-
-clínica da doença. Diagnóstico laboratorial preconizado in-
clui o isolamento viral na medula óssea, imunofluorescên-

cia, ELISA e detecção do DNA viral por Reação em Cadeia 
da Polimerase (PCR). Este último tem ganhado relevância 
como um método rápido e alternativo ao isolamento viral, 
além de permitir a detecção do vírus mesmo em amostras 
biológicas de qualidade inferior ou degradadas (OIE 2012, 
De León et al. 2013, Penrith et al. 2013).

As técnicas de PCR quantitativa (qPCR ou em Tempo 
Real) tem sido desenvolvidas a partir do uso de sondas de 
hidrólise fluorogênicas (Taqman®). A OIE adota em seus 
manuais a preconizada por King et al. (2003), cuja técni-
ca foi padronizada com base em sequências do gene da 
proteína VP72, do capsídeo viral, observadas em diversas 
amostras virais, de várias partes do mundo e de diferen-
tes grupos genotípicos. Zsak et al. (2005) também adota-
ram a proteína VP72 como alvo, desenvolvendo iniciadores 
próprios, e testando a viabilidade da técnica em avalia-
ções pré-clínica, poucos dias após a infecção experimen-
tal em suínos. Tal técnica é indicada pelo Departamento 
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), com vistas ao 
estabelecimento de diagnósticos rápidos e precisos, em si-
tuações adversas e em grandes planteis, mesmo antes de 
manifestações clínicas da doença. As abordagens diagnós-
ticas sobre a detecção dos genes da proteína VP72 foram 
aprofundadas por Tignon et al. (2011), em que a técnica de 
qPCR foi ampliada para um formato multiplex, que detecta, 
simultaneamente, a presença de genes da beta-actina de 
artiodáctilos para controle endógeno de extração de DNA 
em tecidos. Tal técnica foi aprovada por laboratórios de re-
ferência da União Europeia (EU), com métodos de valida-
ção bastante rigorosos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar o de-
sempenho das três técnicas de qPCR para diagnóstico de 
PSA citadas (PSA-OIE, PSA-USDA e PSA-EU).

MATERIAL E MÉTODOS
PCR quantitativa (qPCR). Os oligonucleotídeos utilizados 

nas técnicas de qPCR para diagnóstico de PSA estão indicados 
no Quadro 1. Todas as reações foram realizadas com volume fi-
nal de 25µL (exceção de beta-actina com 10µL) no termociclador 
LC480 (Roche, Alemanha) nas seguintes condições: 50oC por 2 
min, 95oC por 15 min, 45 ciclos de 95oC por 15s, 60oC por 60s. Na 
reação PSA-USDA houve adição de MgCl2 para concentração final 
de 2mM. Além destes, apresentam-se também os iniciadores das 
qPCR de beta-actina, para averiguação da eficiência do processo 
de extração de DNA.

Controles positivos. As sequências-alvo do DNA viral dos 
produtos esperados das qPCR realizadas foram inseridos em plas-
mídeos sintéticos (CPS) pCR2.1 (Promega, EUA) para serem utili-
zados, em diluições seriadas, como controles positivos e determi-
nação do limite de detecção das técnicas. As soluções de estoque 
de CPS foram preparadas na concentração de 1,0ng/µL, diluídas 
em água deionizada tratada com dietilpirocarbonato (DPEC). Fo-
ram utilizadas amostras de RNA do vírus de Peste Suína Clássica 
e de DNA do vírus da Doença de Aujeszky e da Parvovirose Suína 
como controles para provas de especificidade analítica.

Determinação dos limites de detecção. Foram realizadas 
diluições seriadas do CPS estoque de 1x10-2 a 1x10-6 e aplicadas 
nas reações de qPCR em triplicata. Foi determinado como limite 
de detecção de cada técnica a quantidade de DNA equivalente à 
última diluição de CPS detectada.

Amostras biológicas de referência. Foi utilizado um painel 
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de 14 amostras de referência de tecidos liofilizados, incluindo ca-
sos experimentais e clínicos e coletadas de diferentes situações 
epidemiológicas, sendo uma fraco-positiva, sete positivas e seis 
forte-positivas. As amostras foram gentilmente cedidas ao Minis-
tério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) do Brasil 
pelo Laboratório de Referência da União Europeia para a Peste 
Suína Africana - EURL-ASF (Centro de Investigação em Sanidade 
Animal - CISA, Instituto Nacional de Investigação e Tecnologia 
Agrária e Alimentar – INIA, Ministério de Ciência e Inovação da 
Espanha). As amostras foram inativadas por aquecimento a 56oC 
por 70 minutos e seguidas por liofilização pelo CISA-INIA antes 
de serem disponibilizadas. Antes da extração de ácidos nucleicos 
das amostras, as mesmas foram ressuspendidas em 1mL de água 
deionizada tratada com DEPC.

Extração de DNA. Para extração do DNA total de tecidos foi 
utilizado o kit comercial QIAamp Cador Pathogen Minikit 250® 
(Qiagen, EUA). O volume final de solução de DNA extraído foi de 
100µL, conforme recomendações do fabricante. Para verificar a 
eficiência da extração do DNA a partir de tecidos, as amostras fo-
ram submetidas à qPCR para detecção do gene normalizador ce-
lular da beta-actina, conforme descrição de Bielanski et al. (2009).

Verificação de desempenho. Para cada qPCR deste experi-
mento, vinte e uma amostras de tecidos suínos saudáveis (aproxi-
madamente 50mg) foram contaminados com 10µL de solução de 
CPS, sendo três amostras de CPS com diluição de 1x10-2 (100pg de 
DNA) e quatro com diluições de 1x10-3 (10pg de DNA). Sete amos-
tras de tecido não contaminados foram utilizadas para extração de 
DNA para inclusão em paralelo na mesma etapa de verificação de 
desempenho dos ensaios com as amostras positivas. A avaliação 
da repetitividade foi feita com a repetição dos ensaios durante três 
dias seguidos, executados por dois analistas diferentes, desde a 
etapa de extração de DNA a partir das amostras de tecidos con-
taminadas com CPS, utilizando-se os mesmos reagentes e equipa-
mentos conforme descrito por Fonseca Jr et al. (2013). Para avalia-
ção da reprodutibilidade intralaboratorial das técnicas, as reações 
foram aplicadas com as amostras obtidas por apenas um analista, 
utilizando equipamento diferente e o mesmo mix comercial (ro-
bustez de equipamento) e, outrora, utilizando o mesmo aparelho 
com mix de reagentes diferentes (robustez de reagentes).

Especificidade diagnóstica. Realizaram-se as três qPCR com 
o DNA de 300 amostras de tecidos de suínos para verificar a ocor-
rência de reações cruzadas com o genoma da espécie Sus scrofa.

Especificidade analítica. Realizaram-se as três qPCR com 
controles positivos padronizado para diagnóstico de cada uma 
das doenças de suínos: Peste Suína Clássica, Parvovirose e doença 
de Aujeszky.

Sensibilidade diagnóstica. Realizaram-se as três qPCR con-
tra painel de referência.

Reprodutibilidade interlaboratorial. Trinta amostras de te-
cidos suínos foram preparadas conforme a verificação de desem-

penho sendo oito amostras não contaminadas, oito contaminadas 
com CPS diluído 1x10-2 (100pg de DNA), onze com 1x10-3 (10pg 
de DNA) e três com 1x10-4 (1pg de DNA). As amostras foram enca-
minhadas para o Laboratório de Retroviroses da Escola de Veteri-
nária da UFMG sem discriminação entre amostras positivas e ne-
gativas. Todo o processo metodológico de extração de DNA e qPCR 
descrito foi realizado, fazendo-se uso dos mesmos reagentes para 
extração e qPCR. O equipamento utilizado de qPCR foi Real Time 
PCR 7500 (Applied Biosystems, EUA).

Análise estatística. Os valores de ciclo limiar (Ct) obtidos na 
Verificação de Desempenho foram avaliados em triplicata para 
cada ensaio considerando as variações de dias, analistas, equipa-
mentos e reagentes para Análise de Variância (ANOVA), em que a 
determinação das variâncias dos erros das medidas em repetiti-
vidade e reprodutibilidade foram utilizadas para a verificação da 
aceitabilidade do sistema de medidas de acordo com o Manual de 
verificação de desempenho de métodos para diagnóstico molecu-
lar de doenças infecciosas na rede nacional de laboratórios agro-
pecuários do Ministério da Agricultura (Fonseca Jr et al. 2015).

RESULTADOS
Padronização das técnicas de qPCR e Limite de detecção

Seguindo os protocolos dos autores das três qPCR, as 
técnicas foram padronizadas após serem realizadas com 
diferentes mix de reagentes e com variação nas concentra-
ções de iniciadores e sondas. Foram consolidados os proto-
colos, com reagentes e concentrações, em cujos resultados 
foram obtidas melhores sensibilidade e repetibilidade. Não 
houve alteração nas concentrações de iniciadores e sondas 
utilizadas por seus autores. Melhores desempenhos da téc-
nica de PSA-USDA foram conseguidos com a adição de mais 
MgCl2 ao mix total das reações.

Determinou-se a diluição de 1x10-5 como o limite de de-
tecção das técnicas, conforme os resultados encontrados 
frente a diferentes diluições seriadas do controle positivo. 
Os valores de Ct médios obtidos a partir das diluições seria-
das do plasmídeo controle positivo estão apresentadas no 
Quadro 2, para as três reações de qPCR.

Verificação de desempenho
A análise de variância (ANOVA) realizada na verifica-

ção de desempenho está apresentada no Quadro 3, onde 
se verificam os valores de variância das fontes de avaliação 
de repetitividade e reprodutibilidade para a comparação 
entre os testes de qPCR, considerando as variações entre 
analistas, entre equipamentos e entre mix de reagentes, e a 
repetição dos ensaios durante três dias consecutivos.

Quadro 1. Oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas qPCR

	 qPCR		  Sequência	 Concentração (µM)	 Máster Mix	 Referência

	 PSA-OIE	 reverse	 GATACCACAAGATCRGCCGT	 2,0	 RealQ-PCR Master	 King et al. (2003);
		  forward	 CTGCTCATGGTATCAATCTTATCGA	 2,0	 Mix Kit - Ampliqon®

		  sonda	 (FAM)CCACGGGAGGAATACCAACCCAGTG(IowaBlack)	 0,4
	 PSA-USDA	 reverse	 GGAAACTCATTCACCAAATCCTT	 0,3	 Quantitect - Master	 Zsak et al. (2005)
		  forward	 CCTCGGCGAGCGCTTTATCAC	 0,3	 Mix TaqMan - Qiagen®

		  sonda	 (FAM)CGATGCAAGCTTTAT(MGB/NFQ)	 0,2
	 PSA-EU	 reverse	 CCACTGGGTTGGTATTCCTC	 0,24		  Tignon et al. (2011)
		  forward	 TGCTCATGGTATTCAATCTTATCG	 0,24
		  sonda	 (FAM)TTCCATCAAAGTTCTGCAGCTCTT(IowaBlack)	 0,12
	 Beta-actina	 reverse	 TGCCGGAGCCGTTGT	 0,5		  BielanskI et al. (2009)
		  forward	 AACAGTTTCGCCATGGAT	 0,5
		  sonda	 (Cy5)TGATATTGCTGCGCTCGTGGTC(IowaBlack)	 0,5
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Especificidades diagnóstica e analítica
Não houve reações de qPCR para PSA positivas com em-

prego de DNA de tecidos suínos não contaminados, nem 
com controles positivos contendo RNA de vírus de Peste 
Suína Africana ou DNA de vírus da Parvovirose Suína e da 
Doença de Aujeszky.

Sensibilidade diagnóstica
Os resultados de Ct dos testes de qPCR com amostras 

positivas para PSA estão detalhados no Quadro 4, bem 
como a classificação diagnóstica feita pelo CISA-INIA e a 
categoria genotípica do vírus envolvido na infecção/conta-
minação.

Reprodutibilidade interlaboratorial
Os resultados obtidos pelas três qPCR a partir das 

amostras preparadas para o teste interlaboratorial estão 
demonstrados no Quadro 5, com valores de Cts para cada.

DISCUSSÃO
As técnicas de PCR trazem muitas vantagens para o diag-
nóstico de doenças, seja em surtos ou levantamentos epi-

demiológicos. No caso da investigação a partir de tecidos, 
são importantes alternativas ao isolamento viral por vários 
motivos, entre eles a menor manipulação de amostras con-
taminadas e a possibilidade de detecção mesmo em tecidos 
degradados. Por outro lado, permitem ainda o reconheci-
mento de diferentes tipos de genótipos virais, desde que 
haja variabilidade de técnicas. No caso do vírus da Peste 
Suína Africana, 22 genótipos já foram identificados (Bastos 
et al. 2002). A OIE recomenda ainda outras duas técnicas de 
PCR, sendo uma convencional (Aguero et al. 2003) e outra 
quantitativa (Fernandez-Piñero et al. 2010).

As padronizações e validações das três técnicas de qPCR 
comparadas, neste trabalho, tiveram várias semelhanças. 
Todas adotaram como alvo para as reações o gene p72, 
aquele que apresenta maiores nível de sequências conser-
vadas e diversidade de genótipos virais, se comparado com 
outros genes também preconizados em técnicas molecu-
lares (Tignon et al. 2011). A determinação de iniciadores 
foi obtida pelo alinhamento de várias sequências deposi-
tadas no GenBank, oriundas de vírus de até 11 genótipos 
diferentes. As técnicas utilizaram, ainda, a construção de 
plasmídeos contendo sequências miméticas do gene p72, 
justificando que a ausência de outras sequências do geno-
ma viral representaria ganho na especificidade das qPCR. 
Tignon et al. (2011) e Zsak et al. (2005) fizeram validações 
mais rigorosas de seus ensaios ao incluir avaliações clíni-
cas após a infecção experimental de suínos com amostras 
virais crescidas em culturas de células.

A padronização dos três métodos por um mesmo labo-
ratório e a disponibilização em sua rotina amplia a com-

Quadro 5. Valores de Ct obtidos nas três qPCR para PSA em 
teste interlaboratorial com amostras contaminadas com CPS

	 Amostra	 PSA-OIE	 PSA-USDA	 PSA-EU

	 Negativas	 -	 44,28	 -
		  -	 -	 -
		  -	 -	 -
		  -	 -	 -
		  -	 -	 -
		  -	 -	 -
		  -	 -	 -
		  -	 -	 -
	 Cps 1 x 10-2 100 pg de DNA	 26,30	 27,72	 27,15
		  27,38	 27,78	 27,93
		  27,54	 28,41	 28,42
		  27,31	 28,05	 27,86
		  26,47	 27,48	 27,34
		  26,95	 28,10	 27,88
		  26,27	 27,40	 27,25
		  26,59	 27,50	 27,57
	 Cps 1 x 10-3 10 pg de DNA	 32,96	 32,61	 32,81
		  32,41	 33,38	 32,18
		  28,65	 28,70	 28,40
		  32,19	 32,56	 32,30
		  31,58	 32,18	 31,91
		  30,95	 31,79	 31,57
		  28,64	 29,21	 29,29
		  30,37	 31,27	 31,13
		  31,99	 32,22	 31,70
		  31,63	 32,17	 31,84
		  32,54	 32,70	 32,81
	 Cps 1 x 10-4 1 pg de DNA	 34,92	 35,72	 -
		  35,40	 34,79	 35,11
		  34,67	 35,23	 34,58

Quadro 2. Valores médios de Ct (Ctm) e desvio padrão (DP) 
obtidos nas qPCR para PSA e curva de diluição do controle 

positivo plasmidial

			   PSA-OIE	 PSA-USDA	 PSA-EU
	 Diluição	 Massa de	 CTm	 DP	 CTm	 DP	 CTm	 DP
	 do CPS	 DNA

	 1 x 10-6	 0,01 pg	 >45	 -	 > 45	 -	 > 45	 -
	 1 x 10-5	 0,1 pg	 39,45	 0,43	 38,74	 0,26	 41,03	 0,39
	 1 x 10-4	 1 pg	 35,92	 0,22	 34,98	 0,66	 36,64	 0,19
	 1 x 10-3	 10 pg	 32,31	 0,11	 31,43	 0,34	 32,43	 0,28
	 1 x 10-2	 100 pg	 28,77	 0,21	 27,66	 0,14	 28,41	 0,46

Quadro 3. Valores de Análise de variância (ANOVA) dos erros 
de análise das medidas entre analistas (repetitividade) e 

entre mix de reagentes e equipamentos (reprodutibilidade)

	 Variância do erro da análise	 PSA-OIE	 PSA-USDA	 PSA-EU

	 Analistas - Repetitividade	 0,67	 1,32	 1,75
	 Mix de reagentes - Reprodutibilidade	 0,31	 0,25	 1,96
	 Equipamentos - Reprodutibilidade	 1,02	 0,24	 1,73

Quadro 4. Valores de Ct obtidos nas três qPCR para PSA com 
amostras de referência de tecidos

	 Nº da	 Classificação	 Genótipo	 PSA-OIE	 PSA-USDA	 PSA-EU
	 amostra		  de VP72

	 1	 Positivo	 II	 -	 39,00	 42,54
	 2	 Fraco Positivo	 X	 -	 42,63	 42,47
	 3	 Positivo	 I	 32,93	 29,30	 31,60
	 4	 Forte Positivo	 IX	 30,51	 27,51	 29,60
	 5	 Forte Positivo	 X	 32,27	 29,85	 31,21
	 6	 Forte Positivo	 I	 32,26	 29,37	 31,13
	 7	 Positivo	 I	 33,25	 30,96	 32,25
	 8	 Forte Positivo	 I	 32,38	 29,19	 30,95
	 9	 Positivo	 IX	 32,01	 28,84	 30,83
	 10	 Forte Positivo	 IX	 30,50	 27,32	 29,23
	 11	 Forte Positivo	 II	 30,06	 27,06	 29,49
	 12	 Positivo	 I	 -	 36,15	 39,15
	 13	 Positivo	 I	 -	 39,32	 42,18
	 14	 Positivo	 X	 33,78	 27,57	 31,58
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petência e a credibilidade do diagnóstico, em virtude da 
ampla variabilidade viral. Erradicada no Brasil na década 
de 1980, a PSA é uma doença exótica para este mercado e, 
portanto, é de interesse sanitário e comercial para a suino-
cultura brasileira que haja diagnósticos oficiais.

Neste trabalho, partiu-se da experiência das três qPCR 
mencionadas para a aquisição dos iniciadores e sondas de 
hidrólise TaqMan®. A utilização de plasmídeos com as sequ-
ências de interesse do gene p72 possibilitou a praticidade 
das técnicas, o controle da concentração de DNA emprega-
da e a contaminação experimental de amostras de tecidos 
sem, contudo, interferir no processo de extração de DNA 
adotado. A partir da técnica para PSA-EU de Tignon et al. 
(2011), no entanto, não foi desenvolvida a multiplex, com 
detecção simultânea do gene da beta-actina, um importan-
te normalizador celular. Em vez disso, as reações qPCR para 
beta-actina foram realizadas em paralelo.

Mantidas as concentrações de iniciadores e sondas 
preconizadas em seus trabalhos originais, os métodos de 
PSA-USDA e PSA-EU apresentam-se como importantes al-
ternativas ao método de King et al. (2003), mencionado 
no manual da OIE, no que se refere a consumo de inicia-
dores (7,5 e 6,0pmol/reação, respectivamente, frente aos 
50 pmol/reação de PSA-OIE). Neste trabalho, no entanto, 
houve a adição de MgCl2 às reações da qPCR PSA-USDA, no 
que observou-se melhor desempenho para a padronização 
da técnica.

Estudos mostram que a sensibilidade de técnicas de 
qPCR pode ser alterada quando da utilização de diferentes 
mix de reagentes ou equipamentos, razão pela qual é neces-
sário otimizar a técnica em função destas variações e ado-
tar procedimentos avaliativos seguros para a validação dos 
ensaios. A composição dos mix de reagentes pode sofrer 
alterações na composição de tampões ou concentração de 
cátions, sobretudo Mg+2. Também a presença de inibidores 
presentes nas amostras tem influencia de maneira diferen-
te sobre cada mix (Stephens et al. 2010). A alternação de 
uso de equipamentos, de maneira semelhante, pode trazer 
oscilações nos resultados de Ct obtidos, sobretudo quan-
do não houver padronização de calibração dos aparelhos 
(Sivaganensan et al. 2012). Buzard et al. (2012) sinaliza-
ram que há limitações em estudos comparativos de técni-
cas com alternância de equipamentos e reagentes, uma vez 
que nem sempre é possível seguir todas as recomendações 
de ambos os fabricantes. Por este motivo, técnicas de qPCR, 
para fins diagnósticos, precisam ser avaliadas sob méto-
dos estatísticos em que se observem tanto a repetitividade 
quanto a reprodutibilidade, isto é, a correspondência dos 
resultados de uma mesma amostra em diferentes rodadas 
(Albano & Raya-Rodriguez, 2009).

Na análise de variância dos dados de verificação de de-
sempenho não foram encontradas diferenças significativas 
entre dias, analistas, equipamentos e mix de reagentes. 
Considerando diferentes analistas entre as três técnicas, 
PSA-OIE foi a menos variável. PSA-EU é a mais variável 
quando é modificado o mix de reagentes ou realizada em 
outro equipamento, e ainda, ante dois analistas diferentes. 
Entretanto, estas fontes de variância não causaram erro de 
análise maior que 5%, configurando a aceitabilidade ou 

adequação do sistema de medidas adotado. Este resultado 
é uma vantagem quando da necessidade prática de se deci-
dir entre diferentes opções de equipamentos ou reagentes 
para a realização de diagnósticos.

As três técnicas de qPCR apresentaram alta especifici-
dade analítica e diagnóstica, sem reações cruzadas ou ines-
pecíficas com DNA suíno ou de outros agentes virais. Em 
termos de sensibilidade, das três qPCR, PSA-OIE foi a que 
apresentou valores de Ct mais altos, comparáveis aos obti-
dos em PSA-USDA e PSA-EU, e ainda, não houve detecção 
de amplificação em três amostras consideradas positivas no 
painel de referência. As amostras de referência cedidas pelo 
CISA-INIA eram variadas, compreendendo genótipos dife-
rentes da VP72 obtidas tanto de animais inoculados expe-
rimentalmente quanto de surtos. Dentre todas as amostras 
classificadas como positivas e forte-positivas, a qPCR PSA-
-USDA apresentou melhor desempenho de sensibilidade, 
com os menores valores de Ct, ante as outras duas técnicas.

A avaliação interlaboratorial feita com amostras conta-
minadas com plasmídeo representou bem o desempenho 
das três técnicas em detectar sequências do DNA da VP72 
viral. Todos as amostras não contaminadas foram conside-
radas negativas, entendendo-se como irrelevante o valor 
de 44,28 de Ct em uma das qPCR PSA-USDA. Apenas uma 
amostra contaminada com a concentração mais diluída de 
plasmídeo, mas dentro do limite de detecção, não apre-
sentou amplificação. Os demais resultados obtidos foram 
considerados satisfatórios, muito próximos entre si, com-
parando-se as três técnicas. Isso pode ser explicado pelo 
fato de as amostras de tecido terem sido contaminas pelo 
mesmo plasmídeo, que contem insertos específicos para os 
três pares de iniciadores.

CONCLUSÕES
Os resultados das técnicas de qPCR são promissores e 

a metodologia aplicada para a validação foi bem sucedida, 
de maneira que as três podem ser implantadas num mes-
mo laboratório com capacidade e competência para emitir 
diagnósticos oficiais a partir de PCR quantitativa.

As técnicas são intercambiáveis e a implantação de mais 
de uma delas permitirá maior segurança nos resultados no 
diagnóstico de uma enfermidade de alto impacto na suino-
cultura.
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