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1 | 	INTRODUÇÃO
A identificação definitiva do agente 

possibilita a escolha do melhor protocolo 
de tratamento, facilita a definição das 
ações preventivas e de controle a serem 
implementadas, muitas vezes impedindo 
a disseminação do agente e até mesmo 
uma possível epidemia, contribui para 
o desenvolvimento de vacinas e para 
a definição de aspectos patogênicos e 
epidemiológicos (GYARMATI, 2008, SHIA 
et al. 2023).

A detecção de agentes virais pode 
ser realizada com o uso de métodos diretos 
ou indiretos. A microscopia eletrônica é o 

único método que permite a observação 
da partícula viral. Os demais métodos 
diretos detectam a presença do antígeno 
viral, ácidos nucléicos, proteínas ou pela 
visualização de efeitos citopatogênicos 
em cultivo celular. Já os métodos indiretos 
detectam anticorpos específicos contra o 
vírus (FLORES, 2007).

Como rotina para o diagnóstico 
viral, são utilizadas técnicas de diagnóstico 
sorológico ou isolamento viral, consideradas 
técnicas padrão, que, todavia, não permitem 
a caracterização de tipos e subtipos virais. 
Além disso, o isolamento viral apresenta 
como desvantagem a necessidade de 
material clínico bem conservado, já que 
exige a presença da partícula viral viável 
(TAKIUCHI et al., 2001, LIU et al., 2022). 

A biologia molecular melhorou 
significativamente os métodos de 
diagnóstico em virologia, a descoberta e 
rápida implementação de novas técnicas 
tem sido beneficiada pelo intenso 
desenvolvimento de técnicas moleculares 
(DEVIKA et al., 2024). Estas técnicas 
permitem a caracterização genotípica 
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e antigênica de agentes virais proporcionando melhor entendimento da patogênese dos 
diferentes tipos e subtipos, além de ser um instrumento seguro para o entendimento da 
etiologia e epidemiologia molecular das enfermidades (AKTER et al., 2024, FANEYE et 
al., 2024). A recente revolução molecular de métodos laboratoriais tem sido um importante 
instrumento na detecção de novos patógenos presentes na virologia clínica (HOFFMAN et 
al., 2009; WANG et al., 2024).

Para a caracterização viral podem ser utilizadas várias técnicas, as mais comuns a 
serem utilizadas são: técnicas sorológicas com anticorpos monoclonais (AcMs), (SOUZA et 
al., 2002; DUAN et al., 2024), análise de restrição por endonucleases (REA) ou “restriction 
fragment length polymorphism” (RFLP), (D’ARCE et al., 2002), reação em cadeia da 
polimerase (PCR) (BHAD et al., 2024) ou sequenciamento genômico (DELHON et al., 
2003; Balakrishnan et al., 2024). 

Não basta técnicas seguras e eficazes, para todos os tipos de diagnósticos, 
os resultados dependem em grande parte da qualidade do material a ser analisado. A 
coleta e acondicionamento são críticos para o sucesso do diagnóstico (KENNEDY, 2005; 
FLORES, 2007). Para as técnicas sorológicas o soro deve ser mantido refrigerado evitando 
crescimento bacteriano e permitindo a manutenção dos anticorpos (KENNEDY, 2005). A 
temperatura de armazenamento é um ponto crucial para o cultivo celular, alguns vírus 
são extremamente lábeis a temperatura, como também apresentam sensibilidade a pH, 
químicos e exposição a condições ambientais (FLORES, 2007).

Em vista do exposto, a utilização de técnicas que permitem a detecção e 
caracterização de agentes com rapidez e eficácia é cada vez mais necessária. Seja para 
o rápido diagnóstico e aplicação do correto protocolo de tratamento, ou para o melhor 
conhecimento molecular epidemiológico e etiopatogênico dos agentes virias, visando o 
aprimoramento de medidas de controle e o desenvolvimento de vacinas mais eficazes. 

2 | 	TÉCNICAS DE ROTINA PARA DIAGNÓSTICO VIRAL
O isolamento viral em cultivo celular (ICC) é indispensável para a obtenção dos 

agentes virais oriundos de espécimes clínicos. É um dos métodos mais sensíveis de 
detecção viral, disponibiliza o agente para estudos posteriores e tem implementação e 
execução relativamente simples (FLORES, 2007; LAPOSOVA et al., 2017). Normalmente 
são utilizadas culturas de células primárias derivadas de rim de macaco, canino, felino, 
bovino ou células embrionárias de camundongo e galinha entre outras (FLINT et al., 2000; 
GAO et al., 2025).

É um método demorado, podendo levar 1 a 3 semanas, sendo esta a principal 
restrição em comparação aos outros, além disso, somente detecta vírus que estejam 
viáveis, não sendo aplicável a todos. Podem ocorrer contaminações bacterianas, fúngicas 
ou até mesmo vírus adventícios (KENNEDY, 2005; FLORES, 2007). Para alguns vírus é 
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necessário cultivo em ovo embrionado e não em cultivo celular como método de isolamento 
e crescimento viral (KENNEDY, 2005).

Os vírus quando infectam as células, promovem sua destruição, infectam novas 
células produzindo mais alterações e possibilitando a visualização destas alterações 
no tapete celular, os chamados efeitos citopáticos (ECP). Pode ocorrer como ECP 
o arredondamento e/ou separação das células da superfície da placa ou garrafa de 
cultivo, lise celular, tumefação nuclear, formação de sincícios, corpúsculos de inclusão e 
vacuolização do citoplasma. Alguns vírus, no entanto, fazem a multiplicação em cultivo 
celular sem produzir efeito citopático, nestes casos o uso não é recomendado (FLINT et al., 
2000; GAO et al., 2025).

Posteriormente ao isolamento viral, mesmo sem ECP, é necessário fazer a identificação 
definitiva do antígeno. Normalmente são utilizadas as técnicas de imunofluorescência (IFA) 
ou imunoperoxidase (IPX) para a detecção do antígeno viral (BRUM & WEIBLEN, 2007). 
Já no método diagnóstico da raiva, não é realizado o ICC, faz-se a IFA a partir da amostra 
seguida da prova biológica (inoculação em camundongos). A IFA é realizada com corantes 
fluorescentes o mais usado é o isotiocianato de fluoresceína (FICT), um componente de 
coloração amarela, quimicamente ligado ao anticorpo sem afetar a reatividade. Quando 
colocado frente à luz ultravioleta em microscópio específico ocorre emissão de luz verde 
visível a 525nm. Pode ser realizada de foram direta para detecção de antígeno ou na forma 
indireta para mensurar anticorpos (TIZART, 2019). 

Utilizando o mesmo princípio da IFA, a IPX também é utilizada para detecção de 
antígenos, com a diferença que os anticorpos são marcados com enzima, a mais utilizada 
é a horseradish perosidase (HRPO ou peroxidase), visualizada com adição de substrato 
cromogênico, que dará coloração marrom sendo visualizada em microscopia comum 
(BRUM & WEIBLEN, 2007). 

Com custo ainda elevado na Medicina Veterinária, os testes tipo ELISA (enzime-
linked immunosorbent assay) são realizados em microplacas de 96 cavidades com leitura 
no leitor de ELISA. Também podem ser utilizados dispositivos descartáveis, os quais não 
necessitam de laboratórios especializados podendo ser executados na clínica, mesmo 
assim o custo é elevado (BRUM & WEIBLEN, 2007; TIZART, 2019). Existem somente 
detecta vírus que estejam viáveis comerciais para a detecção de anticorpos ou para 
detecção de antígeno, o princípio da técnica é semelhante ao da IPX, tendo antígeno ou 
anticorpo marcado com enzima, que será revelado com o uso de substrato (FLORES, 
2007). 

A soroneutralização (SN) é uma técnica bastante difundida em virologia, o princípio 
da técnica é baseado na ação neutralizante de anticorpos (Ac) presentes no soro. Além de 
fazer a detecção de Ac permite a sua titulação.  Em placas de 96 orifícios, faz-se a diluição 
do soro a ser testado, e incuba-se com vírus e célula. Quando houver Ac no soro, as células 
estarão intactas e quando apresentar ECP é indicativo da ausência de AC, pois não haverá 
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a neutralização dos vírus (BRUM & WEIBLEN, 2007; TIZART, 2019).
Para agentes com capacidade hemaglutinante podem ser usadas as técnicas de 

hemaglutinação (HA) para detecção de antígeno e teste de inibição da hemaglutinação (HI) 
para detecção de anticorpos, usadas para diagnóstico de Influenza e Doença de Newcastle. 
A imunodifusão em gel de ágar (IDGA) para detecção de anticorpos para anemia infecciosa 
eqüina, leucose enzoótica bovina, artrite-encefalite caprina e língua azul.  Também é 
possível fazer a detecção de anticorpos pela fixação de complemento (FC) (MURPHY et al. 
1999; FLINT et al., 2000; FLORES, 2007; ZHANG et al., 2024).

3 | 	TÉCNICAS DE IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO VIRAL
A variação na apresentação clínica das viroses, a ocorrência de síndromes distintas 

associadas com o mesmo agente ou, ainda, a ocorrência de manifestações clínicas 
semelhantes produzidas por diferentes vírus, fazem com a  identificação e caracterização 
dos agentes infecciosos seja essencial para o seu diagnóstico. 

3.1	 Detecção de antígenos virais com anticorpos monoclonais (AcMs)
Anticorpos monoclonais (AcMs) tem sido produzido para vários antígenos, 

incluindo os antígenos virais. Para identificação e caracterização de tipos e subtipos 
virais, mapeamento de epítopos neutralizantes, estudos da biologia e das interações do 
vírus com o sistema imunológico além da aplicação em diversas técnicas de diagnóstico 
(WINKELMANN et al., 2007).

O uso dos anticorpos monoclonais para detecção de antígenos virais é normalmente 
realizado nas técnicas de imunofluorescência (IFA) ou imunoperoxidase (IPX), apresentando 
boa sensibilidade, especificidade, rapidez, custo baixo e facilidade de execução (FLORES, 
2007). 

Para produzir anticorpos monoclonais, linfócitos B são removidos do baço de 
animal (normalmente camundongo) no qual o antígeno do anticorpo desejado tenha sido 
previamente inoculado. Esses linfócitos são então «fundidos» com células de mieloma 
(tumores de linfócitos B), que tem a capacidade de se reproduzir em cultura, indefinidamente. 
As células resultantes dessa fusão são denominadas de hibridomas (WARD, 1999). 
Anticorpos monoclonais derivados de hibridomas são puros e específicos, podem ser 
utilizados como reagentes padrão e são obtidos em grande quantidade (TIZARD, 2009).

3.1.1	 Produção do antígeno e imunização de camundongos

Para a produção de antígeno viral, o vírus de interesse, previamente caracterizado, 
deverá ser multiplicado em cultivo celular. Quando o efeito citopático atingir 80 - 90 % 
do tapete celular (20-24 horas após a inoculação) o sobrenadante deve ser coletado e 
centrifugado (12.000 g por 15 - 30 minutos a 4ºC). Após o sobrenadante é descartado e 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpos_monoclonais
http://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3citos_B
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ba%C3%A7o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3cito
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mieloma
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tumor
http://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3cito_B
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o sedimento centrifugado a 65.000 g por 2 horas a 4ºC, resuspendido em Meio Essencial 
Mínimo (MEM) e estocado em frezzer a -80ºC (KREUTZ et al., 2000; OLDONI et al., 2004; 
WINKELMANN et al., 2007; GIANNELLI et al., 2024). 

Camundongos são imunizados nos dias 0, 14, 28, 42 e 56 dias, com a mistura de 
antígeno e adjuvante de Freund por via intraperitoneal. (KREUTZ et al., 2000; OLDONI et 
al., 2004; WINKELMANN et al., 2007). 

Após a imunização, é realizada a titulação de anticorpos no soro dos camundongos, 
que são estimulados com nova aplicação intraperitoneal de vírus concentrado, 3 dias antes 
do sacrifício e remoção do baço (KREUTZ et al., 2000; OLDONI et al., 2004).

3.1.2	 Fusão celular, seleção e triagem de hibridoma

Após o sacrifício e retirada do baço, os esplenócitos são misturados no mieloma, 
para realização da fusão celular. A fusão celular é induzida com 50% de PEG (polyethylene 
glycol) por 1 minuto a 37ºC seguido por adição de meio RPMI, distribuídas em placas de 
96 orifícios. A expansão dos hibridomas é detectada entre 7 – 10 dias após a fusão. O 
sobrenadante de cada hibridoma é testado por IFA ou IPX em células infectadas e não 
infectadas (KREUTZ et al., 2000; OLDONI et al., 2004; LIU et al., 2024). 

3.1.3	 Produção de líquido ascítico 

As colônias de hibridomas que secretam AcMs para o antígeno são clonadas, 
expandidas, testadas novamente para a produção de AcMs e estocadas em nitrogênio 
líquido (WINKELMANN et al., 2007; VIDYANI et al., 2024). Para cada AcMs é produzido 
líquido ascítico em camundongos BALB/c. Primeiro os camundongos recebem via 
intraperitoneal adjuvante e entre 6 -7 dias após são injetados com aproximadamente 
106 células hibridomas. Após 10 dias o fluído ascítico é coletado, clarificado por baixa 
centrifugação (3.000 g, 10 minutos), titulado e estocado a -80ºC (KREUTZ et al., 2000; 
OLDONI et al., 2004).

3.1.4	 Caracterização dos AcMs

Os AcMs devem ser caracterizados com relação à classe e subclasse de 
imunoglobulinas, normalmente por kit comercial. O título é testado pela titulação no 
sobrenadante de hibridomas e do líquido ascítico. Espectro de reatividade dos AcMs 
é testado frente a um painel de isolados de campo do vírus. Atividade neutralizante 
é investigada pela técnica de soroneutralização e a especificidade por Western Blot 
(WINKELMANN et al., 2007).
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3.2	 Reação da polimerase em cadeia (PCR)
É um método para amplificação “in vitro” de segmentos de DNA. Considerado 

excelente meio para caracterização de ácidos nucléicos, principalmente por sua 
sensibilidade e especificidade (GYARMATI, 2008; ZUMAILA et al., 2024). Permite a detecção 
de quantidades mínimas do material genético do agente, pode ser aplicada em qualquer 
material clínico ou em tecidos incluídos em parafina. Também apresenta como vantagem a 
rapidez, universalidade de agentes, capacidade de detecção com vírus inviáveis e pode ser 
adaptado para detecção de subtipos virais na mesma reação (FLORES, 2007).

Outra vantagem da PCR é que não há necessidade de isolar previamente o 
fragmento a ser amplificado, basta conhecer as extremidades da seqüência e escolher os 
primers adequados (MALAJOVICH, 2004). Foi demonstrado por MEYER et al. (2003) em 
animais naturalmente infectados, que a reação de PCR foi capaz de detectar o vírus em 
maior número de amostras e por um período maior. Para o diagnóstico de agentes onde 
é difícil o cultivo celular, vírus com crescimento lento em culturas celulares, para vírus 
com antígenos com grande diversidade antigênica ou quando a quantidade de antígenos é 
baixa, os resultados obtidos com PCR são excelentes (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005). 

A PCR envolve a extração do ácido nucléico da amostra para posterior amplificação 
do material genético (KENNEDY, 2005).  Métodos para extrair ácido nucléico são numerosos 
e variam em complexidade. A primeira etapa é a ruptura ou lise celular, liberando os 
componentes citoplasmáticos e/ou nucleares, sem que haja ruptura dos fragmentos de 
DNA/RNA. Pode ser realizada com digestão enzimática ou solução salina hipotônica. A 
segunda etapa consiste na desnaturação ou inativação de restos celulares e proteínas 
celulares, entre as mais importantes destas estão as enzimas nucleases degradativas, 
DNases e RNases. Também é usada solução fenol/clorofórmio/álcool isoamílico para 
desnaturar ainda mais as nucleases e coagular proteínas. Após a desnaturação ou 
inativação é necessária a separação do DNA/RNA das proteínas. Esta etapa é baseada em 
extração por solvente, precipitação e/ou centrifugação, pode ser realizada com o método 
com fenol, mais usado, centrifugação com cloreto de césio e também por precipitação do 
DNA/RNA com cloreto de lítio (WALKER & RAPLEY, 1999).

A amplificação é baseada no processo cíclico que mimetiza a replicação do DNA, 
a cada ciclo o número de moléculas de DNA é duplicado. No termociclador após “n” ciclos 
teremos 2n moléculas de DNA, garantindo a sensibilidade da técnica, aliado ao fato de 
que somente serão amplificadas as seqüências reconhecidas pelos primers utilizados na 
reação (COSTA et al., 2008). 

Um ciclo de PCR envolve 3 etapas: desnaturação, anelamento e extensão. A fita 
dupla do DNA alvo é desnaturada através da elevação da temperatura para 92 a 95°C. Na 
etapa de anelamento, a temperatura é rapidamente reduzida para 35 a 60°C, dependendo 
essencialmente do tamanho e sequência do primer utilizado, permitindo a hibridização 
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DNA-DNA de cada primer com as sequências complementares que flanqueiam a região 
alvo. Em seguida, a temperatura é elevada para 72°C para que a enzima DNA polimerase 
realize a extensão a partir de cada terminal 3’ dos primers. Esta extensão envolve a adição 
de nucleotídeos utilizando como molde a sequência alvo, de maneira que uma cópia desta 
sequência é feita no processo. Uma vez que a quantidade de DNA da sequência alvo dobra 
a cada ciclo, a amplificação segue uma progressão geométrica de maneira que, depois de 
apenas 20 – 30 ciclos são produzidos mais de um milhão de vezes a quantidade inicial da 
sequência alvo (MURRAY, et al., 2005; ANTONINI et al., 2004; SCHAEFER, 2006; COSTA 
et al., 2008). 

O produto resultante da amplificação, amplicon, é identificado por eletroforese em 
agarose através da comparação do tamanho de peso molecular da banda com o marcador 
de peso molecular (ladder), pode também ser identificado após digestão com enzimas de 
restrição ou pelo seqüenciamento de nucleotídeos (KENNEDY, 2005). 

PCR é um método prático e também versátil. Foram desenvolvidas técnicas para 
amplificação de genoma RNA, detectado quando convertido em cDNA; diversas seqüências 
de ácidos nucléicos podem ser detectadas simultaneamente pelo uso de cocktail de primers; 
a técnica pode ser mais sensível e específica pelo uso de nested; ou a amplificação pode 
ser menos específica para detectar genomas divergentes ou características parciais, 
neste caso podem ser utilizados primers inespecíficos (KENNEDY, 2005; TSONGALIS & 
SILVERMAN, 2006; READ et al., 2000; CHAUHAN et al., 2024).

A PCR multiplex foi desenvolvida para amplificação de múltiplos modelos na mesma 
reação, permitindo a pesquisa de mais de um subtipo ou de organismos diferentes (BELÁK, 
2007; PURWANTO et al., 2024). Por exemplo, análise de swabs nasal para determinação 
do agente da síndrome respiratória bovina, em uma única reação (BELÁK, 2007), reduzindo 
o tempo de análise e principalmente o custo, o que torna a técnica mais acessível. 

Para este teste utiliza-se mais de um par de primers, obtendo-se mais de um resultado 
ao mesmo tempo. Apesar da economia de tempo e reagentes, pode haver competição 
entre os primers, a temperatura de anelamento deve ser a mesma para que se obtenha 
resultado satisfatório (COSTA et al., 2008), pois a diferença de tamanho dos primers, de 
temperatura de anelamento e de concentração de sal pode afetar negativamente a reação 
(GYARMATI, 2008).

3.2.1	 RT–PCR 

A RT-PCR apresenta grande sensibilidade, especificidade e rapidez na detecção e 
quantificação viral, tornou-se indispensável para o diagnóstico de importantes patógenos 
virais humanos e animais. Há desenvolvimento de RT-PCR para importantes doenças 
epizoóticas de notificação á Organização Mundial de Saúde Animal (OMSA) como febre 
aftosa, peste suína clássica, gripe aviária e doença de Newcastle, todas enfermidades 
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causadas por vírus com genoma RNA (HOFFMAN et al., 2009; KUMAR et al., 2024).
Além do diagnóstico para vírus a RT-PCR é amplamente utilizada para verificar 

a expressão gênica pela detecção de RNAm e montagem de bancos de cDNA. Neste 
método primeiro ocorre a síntese de uma fita de DNA com o uso da enzima transcriptase 
reversa e tendo como molde uma fita de RNA. É produzida uma fita hibrida de DNA-RNA, 
posteriormente o RNA é removido por RNAses e a molécula de DNA serve de molde para 
a amplificação por PCR (COSTA et al., 2008). 

Para a RT-PCR o mix para a reação é constituído pelo RNA-molde, solução de 
dNTPs e a enzima DNA polimerase RNAdependente (transcriptase reversa - RT); primer 
de DNA e o tampão da enzima, este mix é incubado por 1 hora em temperatura superior 
a 37°C (usualmente a 42°C), produzindo o DNA complementar (cDNA). Após o término da 
reação de transcrição reversa com produção do cDNA, este servirá como com molde para 
o segundo teste, sendo iniciada nova reação (MURRAY, et al., 1995; SCHAEFER, 2006; 
SAID et al., 2024).

3.2.2	 Nested PCR

Esta variação da PCR permite reduzir ou eliminar produtos da PCR não desejados, 
aumentando a sensibilidade e especificidade da reação (SCHAEFER, 2006). É realizada a 
primeira reação com um par de primers para amplificação da região de interesse, chamados 
primers externos. Após é realizada nova reação, com o produto do primeiro ciclo como 
molde, empregando par de primers complementares à sequência interna amplificada pelo 
primeiro par de primers (COSTA et al., 2008). Isto permite que produtos espúrios com 
sequências internas irrelevantes sejam retirados no segundo ciclo (SCHAEFER, 2006).

Também pode ser realizada na forma de semi nested, onde apenas um primer é 
desenhado para a região interna do produto, utilizando um dos primers da primeira reação 
para completar o par, fazendo a amplificação de uma extremidade. Caso sejam empregados 
os métodos de Nested ou semi-nested PCR é recomendado que o primeiro e o segundo 
ciclo de amplificação sejam terminados por volta de 20 ciclos (ao invés dos habituais 30-35 
ciclos). Esta modificação diminui a chance de gerar fragmentos de alto peso molecular não 
desejados ou DNA degradado (COSTA et al., 2008). 

3.2.3	 PCR Real-time (PCR em tempo real)

PCR em tempo real tem boa aceitação por ser mais rápida que a PCR tradicional, 
mais sensível, com melhor reprodutibilidade e menor risco de contaminação (READ et 
al., 2000; MACKAY, 2004). Permite o monitoramento da quantificação de DNA amplificado 
a cada ciclo, com a utilização de sondas fluorescentes que hibridizam internamente 
aos primers na sequência a ser amplificada (HOFFMANN et al., 2009; LI te al., 2024). 
Os métodos baseados na PCR em tempo real forneceram uma quantificação dinâmica 
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superior aos métodos anteriores, aumentando a objetividade da interpretação (KRENKE 
et al.,2005).

A cada ciclo de síntese, o fluorocromo é liberado da sonda e essa liberação é captada 
e medida na forma de intensidade luminosa (BRUM & WEIBLEN, 2007). O sinal emitido é 
captado e quantificado por software acoplado em um computado, desta forma o resultado 
pode ser acompanhado em cada ciclo, reduzindo o tempo de realização (FLORES, 2007). 
À medida que os ciclos são finalizados ocorre à formação de um gráfico, com os ciclos no 
eixo das abcissas (X) e a indicação logarítmica de intensidade de luz no eixo das ordenadas 
(Y) (COSTA et al., 2008).

Existem diferentes tipos químicos de fluorescência para PCR real time, os mais 
utilizados são corantes fluorescentes (SYBR Green), sonda TaqMan, Molecular Becons, 
LUX, Scorpions (GYARMATI, 2008). 

A técnica é bastante rápida, pois os ciclos são realizados em capilares que permitem 
rapidez no aquecimento e no resfriamento, diminuindo o tempo entre cada uma das etapas 
do ciclo (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005).

Uma desvantagem na PCR em tempo real é a capacidade restrita de multiplex. 
A amplificação e detecção simultânea de diferentes agentes ou subtipos do mesmo é 
limitada, pelo número de grupamentos fluorescentes que o equipamento tem capacidade 
de detectar (MACKAY, ARDEN & NITSCHE, 2002). No entanto, BELÁK (2007) relata o 
desenvolvimento de uma PCR tempo real multiplex com resultado satisfatório na detecção 
do vírus respiratório sincicial bovino e coronavírus respiratório bovino.

3.3	 Análise por restrição enzimática (REA) 
A técnica de análise de restrição enzimática vem sendo utilizada na caracterização 

de DNA viral. Os produtos originados após a restrição enzimática, são fragmentos do DNA 
viral com diferentes tamanhos, possibilitando a diferenciação entre os subtipos de um vírus 
que apresentam diferenças na seqüência do DNA (SHAEFER, 2006; ZHANG et al., 2024). 

As enzimas utilizadas para a REA são isoladas de bactérias e denominadas conforme 
o gênero e espécie da bactéria, a primeira enzima de restrição isolada foi da bactéria 
Haemophilus influenzae, cepa d, subtipo II, sendo denominada de HindII. As sequências 
de nucleotídeos reconhecidas pelas enzimas são palíndromos (sequência de nucleotídeos 
que apresentam a mesma cadeia no sentido 5’ para 3’ ou 3’ para 5’), normalmente os 
palíndromos reconhecidos pelas enzimas de restrição têm 4 ou 6 pares de bases (WALKER 
& RAPLEY, 1999). As enzimas de restrição quebram as ligações entre os nucleotídeos de 
uma cadeia de DNA por dentro, pois são capazes de incisar o DNA em sítios específicos 
(MALAJOVICH, 2004).

A avaliação dos diversos padrões de digestão possibilita a produção de um mapa 
de restrição obtidos de fragmentos de DNA, este mapa é denominado polimorfismo 
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do comprimento de fragmentos de restrição ou RFLPs - Restriction Fragment Length 
Polymorphism.  A análise rotineira de RFLP pode ser realizada com sondas gênicas 
marcadas (Southerm) para detectar fragmentos gênicos específicos ou simplesmente pela 
separação em eletroforese e visualização sob luz UV (WALKER & RAPLEY, 1999).

Diferentes enzimas produzirão um diferente padrão de fragmentos de digestão, 
a partir da mesma amostra de DNA genômico ou tipos ou subtipos virais podem ser 
diferenciados com o uso de única enzima. Com a enzima BamHI, por exemplo, é possível 
fazer a diferenciação entre o herpesvírus bovino  (BoHV) tipo 1  e 5. A enzima cliva o BoHV-
1 em nove sítios e o BoHv-5 em 16 locais (BRUM & WEIBLEN, 2007). D’ARCE et al. (2002) 
com a utilização das enzimas BstEII, HindIII, BanHI, EcoRI e PstI evidenciou a diferença 
entre o BoHV-1 e 5, com a enzima HindIII caracterizou os subtipos do BoHV-1 e com a 
BstEII evidenciou e subtipos de BoHV-5. 

3.4	 Clonagem
A clonagem molecular é o processo de construção de moléculas de DNA recombinante 

e da sua propagação em hospedeiros apropriados que possibilitam a seleção do DNA 
recombinante. Após a incorporação de um fragmento de DNA no vetor, esse fragmento 
pode ser clonado, constituindo uma coleção de clones. A essa coleção dá-se o nome de 
biblioteca de DNA (MALAJOVICH, 2004).

Inicialmente somente era possível a produção de biblioteca de DNA, hoje, com 
o isolamento da enzima transcriptase reversa é possível produzir bibliotecas de cDNA, 
oriundas de clones de mRNA ou vírus de genoma RNA (WALKER & RAPLEY, 1999). 

Os procedimentos básicos para a clonagem, iniciam com o isolamento de DNA ou 
RNA de células ou tecidos; com síntese de cDNA (para RNA) ou digestão de DNA genômico 
pela clivagem com enzimas de restrição, este fragmento deverá ser inserido no vetor para 
amplificação em centenas de cópias. E após a obtenção dos clones, estes devem ser 
identificados por processo de triagem para isolamento e manipulação do DNA clonado. 
A identificação dos clones pode ser realizada por análise do padrão de restrição (RFLP), 
sequenciamento de DNA, hibridação de ácidos nucléicos, PCR e análise de produtos 
gênicos por reconhecimento imunológico (WALKER & RAPLEY, 1999; FMRP-USP, 2007; 
MALAJOVICH, 2004; NAYAKA et al., 2024). 

Os principais vetores são os plasmídeos, fagos, cosmídeos, vírus, bacteriófagos e 
fagomídeos. A escolha do vetor depende da sua facilidade de manipulação e do tamanho do 
fragmento de DNA. Os plasmídeos e os fagos transportam fragmentos de DNA pequenos, 
sendo por isso apropriado para genomas pequenos. Pelo contrário, os cosmídeos podem 
transportar até 45 kb (WALKER & RAPLEY, 1999; FMRP-USP, 2007). 

No diagnóstico viral a clonagem pode ser usada para fazer o mapeamento e 
identificação de genes e das proteínas por eles codificadas, com o uso da biblioteca de 

http://www.biorede.pt/topic.asp?id=818
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DNA recombinante. Produtos obtidos de PCR podem ser purificados e clonados para 
posterior seqüenciamento.

3.5	 Sequenciamento do genoma viral
O seqüenciamento tornou-se uma ferramenta importante no diagnóstico viral, 

particularmente nos protocolos baseados na amplificação de ácido nucléico via PCR. Na 
medicina veterinária seqüenciamento parcial tem sido usado para detectar mutações nos 
agentes virais. No vírus da Parvovirose canina ocorreram mutações que foram detectadas 
pelo seqüenciamento e nova vacina foi produzida (MURPHY, et al., 1999). O sequenciamento 
está sendo utilizado para a análise das amostras de Influenza A H1N1, em todo o mundo. 
No Brasil o seqüenciamento do vírus H1N1, detectou uma pequena alteração em relação 
a amostras de outros países. 

O uso da seqüência de DNA para pesquisa de algum agente depende da pureza 
do DNA usado e da fidelidade do procedimento. A preparação de amostras de DNA 
para seqüenciamento é importância para a obtenção de seqüências de boa qualidade 
para análise. Muitas vezes somente a extração, amplificação por PCR e purificações 
convencionais não são suficientes e uma padronização é necessária, evitando-se assim 
erros e perdas dos procedimentos (Embrapa, 2007).

No final da década de 70 foram desenvolvidos dois métodos de seqüenciamento do 
DNA. O método da clivagem química, denominado método Maxam e Gilbert, ocorre em três 
etapas, onde o DNA alvo é marcado radioativamente em uma das extremidades, dividido 
em quatro alíquotas e tratado com produtos químicos que produzem clivagens base-
específica. Produz uma série de fragmentos de tamanhos diferentes, que são separados 
por eletroforese e após autorradiografia a seqüência do DNA é determinada com base nas 
posições dos fragmentos (WALKER & RAPLEY, 1999; CUTT et al., 2024). 

O método didesoxi ou método de Sanger, mais utilizado, é baseado na produção 
de uma série de fragmentos de DNA por cópia enzimática da seqüência alvo, utilizando a 
DNA polimerase e incorporação de didesoxinucleotídeos (ddNTP), realizadas em quatro 
reações individuais, cada uma com um dos didesoxis, produzindo fragmentos de diferentes 
tamanhos, separados por eletroforese (WALKER & RAPLEY, 1999; PANDA et al., 2024). A 
leitura da seqüência é feita de baixo para cima.

O aprimoramento das metodologias uniu PCR e seqüenciamento, sendo chamada 
de seqüenciamento por ciclo ou automatizado. As reações podem ser realizadas em único 
tubo, com terminadores (ddNTP) marcados por corantes, com emissão em diferentes 
comprimentos de onda. Já com automação de equipamentos que desenvolver a técnica 
de forma parcial ou total e leitura computadorizada por laser (WALKER & RAPLEY, 1999; 
MALAJOVICH, 2004; PANDA et al., 2024; CUTT et al. 2024).
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4 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS
Muitas técnicas laboratoriais para identificação e caracterização viral já foram 

desenvolvidas e estão disponíveis, entretanto ainda são de custo muito elevado o que 
dificulta sua utilização a campo. Desta forma, laboratórios de diagnóstico não utilizam 
rotineiramente tais técnicas, estando, atualmente, restritas a laboratórios especializados e 
que atuam com pesquisa. Entretanto, quanto maior a difusão e aprimoramento, maiores as 
chances destas técnicas chegarem ao produtor com preços acessíveis.
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