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11 INTRODUGAO

A identificacdo definitiva do agente
possibilita a escolha do melhor protocolo
de tratamento, facilita a definicdo das
acoes preventivas e de controle a serem
implementadas, muitas vezes impedindo
a disseminagdo do agente e até mesmo
uma possivel epidemia, contribui para
o desenvolvimento de vacinas e para
a definicdo de aspectos patogénicos e
epidemiologicos (GYARMATI, 2008, SHIA
et al. 2023).

A deteccdo de agentes virais pode
ser realizada com o uso de métodos diretos

ou indiretos. A microscopia eletrénica é o

Data de aceite: 02/01/2025

Unico método que permite a observagéo
da particula viral. Os demais métodos
diretos detectam a presencga do antigeno
viral, acidos nucléicos, proteinas ou pela
visualizagdo de efeitos citopatogénicos
em cultivo celular. Ja os métodos indiretos
detectam anticorpos especificos contra o
virus (FLORES, 2007).

Como rotina para o diagnéstico
viral, sdo utilizadas técnicas de diagnostico
sorolégicoouisolamentoviral, consideradas
técnicas padréao, que, todavia, ndo permitem
a caracterizacao de tipos e subtipos virais.
Além disso, o isolamento viral apresenta
como desvantagem a necessidade de
material clinico bem conservado, ja que
exige a presenca da particula viral viavel
(TAKIUCHI et al., 2001, LIU et al., 2022).

A biologia molecular melhorou
significativamente  os  métodos de
diagnostico em virologia, a descoberta e
rapida implementacdo de novas técnicas
tem sido beneficiada pelo intenso
desenvolvimento de técnicas moleculares
(DEVIKA et al, 2024). Estas técnicas

permitem a caracterizagdo genotipica
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e antigénica de agentes virais proporcionando melhor entendimento da patogénese 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 revolugdo molecular de métodos laboratoriais tem sido um importante
instrumento na detecg@o de novos patdgenos presentes na virologia clinica (HOFFMAN et
al., 2009; WANG et al., 2024).

Para a caracterizacédo viral podem ser utilizadas varias técnicas, as mais comuns a
serem utilizadas sdo: técnicas sorolégicas com anticorpos monoclonais (AcMs), (SOUZA et
al., 2002; DUAN et al., 2024), analise de restricdo por endonucleases (REA) ou “restriction
fragment length polymorphism” (RFLP), (D’ARCE et al., 2002), reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR) (BHAD et al., 2024) ou sequenciamento gendémico (DELHON et al.,
2003; Balakrishnan et al., 2024).

N&o basta técnicas seguras e eficazes, para todos os tipos de diagnosticos,
os resultados dependem em grande parte da qualidade do material a ser analisado. A
coleta e acondicionamento séo criticos para o sucesso do diagnostico (KENNEDY, 2005;
FLORES, 2007). Para as técnicas soroldgicas o soro deve ser mantido refrigerado evitando
crescimento bacteriano e permitindo a manutencéo dos anticorpos (KENNEDY, 2005). A
temperatura de armazenamento é um ponto crucial para o cultivo celular, alguns virus
sdo extremamente labeis a temperatura, como também apresentam sensibilidade a pH,
quimicos e exposicao a condigdes ambientais (FLORES, 2007).

Em vista do exposto, a utilizacdo de técnicas que permitem a deteccdo e
caracterizagdo de agentes com rapidez e eficicia é cada vez mais necessaria. Seja para
o rapido diagnoéstico e aplicagdo do correto protocolo de tratamento, ou para o melhor
conhecimento molecular epidemiolégico e etiopatogénico dos agentes virias, visando o

aprimoramento de medidas de controle e o desenvolvimento de vacinas mais eficazes.

21 TECNICAS DE ROTINA PARA DIAGNOSTICO VIRAL

O isolamento viral em cultivo celular (ICC) é indispensavel para a obtencdo dos
agentes virais oriundos de espécimes clinicos. E um dos métodos mais sensiveis de
deteccao viral, disponibiliza o agente para estudos posteriores e tem implementacéo e
execugdo relativamente simples (FLORES, 2007; LAPOSOVA et al., 2017). Normalmente
sdo utilizadas culturas de células primarias derivadas de rim de macaco, canino, felino,
bovino ou células embrionarias de camundongo e galinha entre outras (FLINT et al., 2000;
GAO et al., 2025).

E um método demorado, podendo levar 1 a 3 semanas, sendo esta a principal
restricio em comparagdo aos outros, além disso, somente detecta virus que estejam
viaveis, ndo sendo aplicavel a todos. Podem ocorrer contaminagées bacterianas, fingicas
ou até mesmo virus adventicios (KENNEDY, 2005; FLORES, 2007). Para alguns virus é
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necessario cultivo em ovo embrionado e nao em cultivo celular como método de isolamento
e crescimento viral (KENNEDY, 2005).

Os virus quando infectam as células, promovem sua destruicdo, infectam novas
células produzindo mais altera¢gdes e possibilitando a visualizagdo destas alteracbes
no tapete celular, os chamados efeitos citopaticos (ECP). Pode ocorrer como ECP
o arredondamento e/ou separacdo das células da superficie da placa ou garrafa de
cultivo, lise celular, tumefagéo nuclear, formagéo de sincicios, corpusculos de inclusédo e
vacuolizacao do citoplasma. Alguns virus, no entanto, fazem a multiplicacdo em cultivo
celular sem produzir efeito citopatico, nestes casos o uso néo é recomendado (FLINT et al.,
2000; GAO et al., 2025).

Posteriormente aoisolamentoviral, mesmosem ECP, é necessariofazeraidentificacao
definitiva do antigeno. Normalmente sao utilizadas as técnicas de imunofluorescéncia (IFA)
ou imunoperoxidase (IPX) para a detecgao do antigeno viral (BRUM & WEIBLEN, 2007).
Ja no método diagnostico da raiva, nao é realizado o ICC, faz-se a IFA a partir da amostra
seguida da prova biolégica (inoculagdo em camundongos). A IFA é realizada com corantes
fluorescentes o mais usado é o isotiocianato de fluoresceina (FICT), um componente de
coloracao amarela, quimicamente ligado ao anticorpo sem afetar a reatividade. Quando
colocado frente a luz ultravioleta em microscopio especifico ocorre emissao de luz verde
visivel a 525nm. Pode ser realizada de foram direta para detec¢ao de antigeno ou na forma
indireta para mensurar anticorpos (TIZART, 2019).

Utilizando o mesmo principio da IFA, a IPX também é utilizada para detecgéo de
antigenos, com a diferenca que os anticorpos séo marcados com enzima, a mais utilizada
€ a horseradish perosidase (HRPO ou peroxidase), visualizada com adigdo de substrato
cromogénico, que dara coloragdo marrom sendo visualizada em microscopia comum
(BRUM & WEIBLEN, 2007).

Com custo ainda elevado na Medicina Veterinaria, os testes tipo ELISA (enzime-
linked immunosorbent assay) sao realizados em microplacas de 96 cavidades com leitura
no leitor de ELISA. Também podem ser utilizados dispositivos descartaveis, os quais néo
necessitam de laboratorios especializados podendo ser executados na clinica, mesmo
assim o custo é elevado (BRUM & WEIBLEN, 2007; TIZART, 2019). Existem somente
detecta virus que estejam viaveis comerciais para a detecgdo de anticorpos ou para
deteccao de antigeno, o principio da técnica & semelhante ao da IPX, tendo antigeno ou
anticorpo marcado com enzima, que sera revelado com o uso de substrato (FLORES,
2007).

A soroneutralizagéo (SN) é uma técnica bastante difundida em virologia, o principio
da técnica é baseado na agéo neutralizante de anticorpos (Ac) presentes no soro. Além de
fazer a detecgcéo de Ac permite a sua titulacdo. Em placas de 96 orificios, faz-se a diluicao
do soro a ser testado, e incuba-se com virus e célula. Quando houver Ac no soro, as células

estardo intactas e quando apresentar ECP é indicativo da auséncia de AC, pois ndo havera
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a neutralizagéo dos virus (BRUM & WEIBLEN, 2007; TIZART, 2019).

Para agentes com capacidade hemaglutinante podem ser usadas as técnicas de
hemaglutinagdo (HA) para deteccao de antigeno e teste de inibicdo da hemaglutinacao (HI)
para deteccao de anticorpos, usadas para diagnéstico de Influenza e Doenga de Newcastle.
Aimunodifuséo em gel de agar (IDGA) para detecgcéo de anticorpos para anemia infecciosa
equina, leucose enzodtica bovina, artrite-encefalite caprina e lingua azul. Também é
possivel fazer a detec¢do de anticorpos pela fixagdo de complemento (FC) (MURPHY et al.
1999; FLINT et al., 2000; FLORES, 2007; ZHANG et al., 2024).

31 TECNICAS DE IDENTIFICAGAO E CARACTERIZACAO VIRAL

A variagcéo na apresentacgao clinica das viroses, a ocorréncia de sindromes distintas
associadas com o mesmo agente ou, ainda, a ocorréncia de manifestacbes clinicas
semelhantes produzidas por diferentes virus, fazem com a identificacdo e caracterizacéo

dos agentes infecciosos seja essencial para o seu diagnéstico.

3.1 Deteccao de antigenos virais com anticorpos monoclonais (AcMs)

Anticorpos monoclonais (AcMs) tem sido produzido para varios antigenos,
incluindo os antigenos virais. Para identificacdo e caracterizagdo de tipos e subtipos
virais, mapeamento de epitopos neutralizantes, estudos da biologia e das intera¢des do
virus com o sistema imunologico além da aplicagdo em diversas técnicas de diagnostico
(WINKELMANN et al., 2007).

O uso dos anticorpos monoclonais para detec¢do de antigenos virais € normalmente
realizado nas técnicas de imunofluorescéncia (IFA) ou imunoperoxidase (IPX), apresentando
boa sensibilidade, especificidade, rapidez, custo baixo e facilidade de execucéo (FLORES,
2007).

Para produzir anticorpos monoclonais, linfécitos B sdo removidos do baco de
animal (normalmente camundongo) no qual o antigeno do anticorpo desejado tenha sido
previamente inoculado. Esses linfécitos sdo entdo «fundidos» com células de mieloma
(tumores de linfocitos B), que tem a capacidade de se reproduzir em cultura, indefinidamente.
As células resultantes dessa fusdo sdo denominadas de hibridomas (WARD, 1999).
Anticorpos monoclonais derivados de hibridomas s@o puros e especificos, podem ser
utilizados como reagentes padréo e sdo obtidos em grande quantidade (TIZARD, 2009).

3.1.1 Producéao do antigeno e imunizacdao de camundongos

Para a producéo de antigeno viral, o virus de interesse, previamente caracterizado,
devera ser multiplicado em cultivo celular. Quando o efeito citopatico atingir 80 - 90 %
do tapete celular (20-24 horas apds a inoculagdo) o sobrenadante deve ser coletado e
centrifugado (12.000 g por 15 - 30 minutos a 4°C). Apés o sobrenadante é descartado e
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o sedimento centrifugado a 65.000 g por 2 horas a 4°C, resuspendido em Meio Essencial
Minimo (MEM) e estocado em frezzer a -80°C (KREUTZ et al., 2000; OLDONI et al., 2004;
WINKELMANN et al., 2007; GIANNELLI et al., 2024).

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

ApO6s a imunizagéo, é realizada a titulagdo de anticorpos no soro dos camundongos,
que séo estimulados com nova aplicacao intraperitoneal de virus concentrado, 3 dias antes
do sacrificio e remocgéo do baco (KREUTZ et al., 2000; OLDONI et al., 2004).

3.1.2 Fusé&o celular, selecao e triagem de hibridoma

Apo6s o sacrificio e retirada do baco, os esplenécitos sao misturados no mieloma,
para realizagéo da fusao celular. A fusao celular € induzida com 50% de PEG (polyethylene
glycol) por 1 minuto a 37°C seguido por adicdo de meio RPMI, distribuidas em placas de
96 orificios. A expansao dos hibridomas é detectada entre 7 — 10 dias ap6s a fuséo. O
sobrenadante de cada hibridoma é testado por IFA ou IPX em células infectadas e nao
infectadas (KREUTZ et al., 2000; OLDONI et al., 2004; LIU et al., 2024).

3.1.3 Produgéo de liquido ascitico

As colbnias de hibridomas que secretam AcMs para o antigeno s&o clonadas,
expandidas, testadas novamente para a produgcdo de AcMs e estocadas em nitrogénio
liqguido (WINKELMANN et al., 2007; VIDYANI et al., 2024). Para cada AcMs é produzido
liquido ascitico em camundongos BALB/c. Primeiro os camundongos recebem via
intraperitoneal adjuvante e entre 6 -7 dias apds séo injetados com aproximadamente
10° células hibridomas. Ap6s 10 dias o fluido ascitico € coletado, clarificado por baixa
centrifugagao (3.000 g, 10 minutos), titulado e estocado a -80°C (KREUTZ et al., 2000;
OLDONI et al., 2004).

3.1.4 Caracterizacdo dos AcMs

Os AcMs devem ser caracterizados com relacdo a classe e subclasse de
imunoglobulinas, normalmente por kit comercial. O titulo é testado pela titulagdo no
sobrenadante de hibridomas e do liquido ascitico. Espectro de reatividade dos AcMs
€ testado frente a um painel de isolados de campo do virus. Atividade neutralizante
€ investigada pela técnica de soroneutralizacdo e a especificidade por Western Blot
(WINKELMANN et al., 2007).
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3.2 Reacao da polimerase em cadeia (PCR)

E um método para amplificagdo “in vitro” de segmentos de DNA. Considerado
excelente meio para caracterizacdo de acidos nucléicos, principalmente por sua
sensibilidade e especificidade (GYARMATI, 2008; ZUMAILA et al., 2024). Permite a detecgcéo
de quantidades minimas do material genético do agente, pode ser aplicada em qualquer
material clinico ou em tecidos incluidos em parafina. Também apresenta como vantagem a
rapidez, universalidade de agentes, capacidade de deteccédo com virus inviaveis e pode ser
adaptado para deteccao de subtipos virais na mesma reacao (FLORES, 2007).

Outra vantagem da PCR é que nido ha necessidade de isolar previamente o
fragmento a ser amplificado, basta conhecer as extremidades da sequéncia e escolher os
primers adequados (MALAJOVICH, 2004). Foi demonstrado por MEYER et al. (2003) em
animais naturalmente infectados, que a reacéo de PCR foi capaz de detectar o virus em
maior numero de amostras e por um periodo maior. Para o diagnostico de agentes onde
¢é dificil o cultivo celular, virus com crescimento lento em culturas celulares, para virus
com antigenos com grande diversidade antigénica ou quando a quantidade de antigenos é
baixa, os resultados obtidos com PCR séo excelentes (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005).

A PCR envolve a extracdo do acido nucléico da amostra para posterior amplificacao
do material genético (KENNEDY, 2005). Métodos para extrair &cido nucléico sdo numerosos
e variam em complexidade. A primeira etapa é a ruptura ou lise celular, liberando os
componentes citoplasmaticos e/ou nucleares, sem que haja ruptura dos fragmentos de
DNA/RNA. Pode ser realizada com digestao enzimatica ou solugéo salina hipoténica. A
segunda etapa consiste na desnaturacdo ou inativagcdo de restos celulares e proteinas
celulares, entre as mais importantes destas estdo as enzimas nucleases degradativas,
DNases e RNases. Também é usada solucdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico para
desnaturar ainda mais as nucleases e coagular proteinas. Apo6s a desnaturagcdo ou
inativacdo € necesséria a separacao do DNA/RNA das proteinas. Esta etapa € baseada em
extracao por solvente, precipitagéo e/ou centrifugac@o, pode ser realizada com o método
com fenol, mais usado, centrifugagédo com cloreto de césio e também por precipitacédo do
DNA/RNA com cloreto de litio (WALKER & RAPLEY, 1999).

A amplificacdo € baseada no processo ciclico que mimetiza a replicagdo do DNA,
a cada ciclo o numero de moléculas de DNA é duplicado. No termociclador apés “n” ciclos
teremos 2" moléculas de DNA, garantindo a sensibilidade da técnica, aliado ao fato de
que somente serdo amplificadas as sequéncias reconhecidas pelos primers utilizados na
reacao (COSTA et al., 2008).

Um ciclo de PCR envolve 3 etapas: desnaturacéo, anelamento e extenséao. A fita
dupla do DNA alvo é desnaturada através da elevagéo da temperatura para 92 a 95°C. Na
etapa de anelamento, a temperatura € rapidamente reduzida para 35 a 60°C, dependendo
essencialmente do tamanho e sequéncia do primer utilizado, permitindo a hibridizacéo

Perspectivas futuras para as Ciéncias Agrérias: desafios e inovagdes Capitulo 6

76



DNA-DNA de cada primer com as sequéncias complementares que flanqueiam a regiao
alvo. Em seguida, a temperatura é elevada para 72°C para que a enzima DNA polimerase
realize a extensé&o a partir de cada terminal 3’ dos primers. Esta extensdo envolve a adicéo
de nucleotideos utilizando como molde a sequéncia alvo, de maneira que uma cépia desta
sequéncia é feita no processo. Uma vez que a quantidade de DNA da sequéncia alvo dobra
a cada ciclo, a amplificagdo segue uma progressao geométrica de maneira que, depois de
apenas 20 — 30 ciclos sé&o produzidos mais de um milhdo de vezes a quantidade inicial da
sequéncia alvo (MURRAY, et al., 2005; ANTONINI et al., 2004; SCHAEFER, 2006; COSTA
et al., 2008).

O produto resultante da amplificagdo, amplicon, é identificado por eletroforese em
agarose através da comparagéo do tamanho de peso molecular da banda com o marcador
de peso molecular (ladder), pode também ser identificado apés digestdo com enzimas de
restricdo ou pelo seqlienciamento de nucleotideos (KENNEDY, 2005).

PCR é um método préatico e também versétil. Foram desenvolvidas técnicas para
amplificagéo de genoma RNA, detectado quando convertido em cDNA; diversas sequéncias
de acidos nucléicos podem ser detectadas simultaneamente pelo uso de cocktail de primers;
a técnica pode ser mais sensivel e especifica pelo uso de nested; ou a amplificacao pode
ser menos especifica para detectar genomas divergentes ou caracteristicas parciais,
neste caso podem ser utilizados primers inespecificos (KENNEDY, 2005; TSONGALIS &
SILVERMAN, 2006; READ et al., 2000; CHAUHAN et al., 2024).

A PCR multiplex foi desenvolvida para amplificagcdo de multiplos modelos na mesma
reacdo, permitindo a pesquisa de mais de um subtipo ou de organismos diferentes (BELAK,
2007; PURWANTO et al., 2024). Por exemplo, analise de swabs nasal para determinagéo
do agente da sindrome respiratéria bovina, em uma Gnica reacéo (BELAK, 2007), reduzindo
o tempo de analise e principalmente o custo, o que torna a técnica mais acessivel.

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 competicdo
entre os primers, a temperatura de anelamento deve ser a mesma para que se obtenha
resultado satisfatério (COSTA et al., 2008), pois a diferenga de tamanho dos primers, de
temperatura de anelamento e de concentracdo de sal pode afetar negativamente a reacéo
(GYARMATI, 2008).

3.2.1 RT-PCR

A RT-PCR apresenta grande sensibilidade, especificidade e rapidez na deteccéao e
quantificacdo viral, tornou-se indispensavel para o diagnostico de importantes patégenos
virais humanos e animais. Ha desenvolvimento de RT-PCR para importantes doencas
epizodticas de notificacdo a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA) como febre
aftosa, peste suina classica, gripe aviaria e doenca de Newcastle, todas enfermidades
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causadas por virus com genoma RNA (HOFFMAN et al., 2009; KUMAR et al., 2024).

Além do diagnostico para virus a RT-PCR é amplamente utilizada para verificar
a expressao génica pela deteccao de RNAm e montagem de bancos de cDNA. Neste
método primeiro ocorre a sintese de uma fita de DNA com o uso da enzima transcriptase
reversa e tendo como molde uma fita de RNA. E produzida uma fita hibrida de DNA-RNA,
posteriormente 0 RNA é removido por RNAses e a molécula de DNA serve de molde para
a amplificacao por PCR (COSTA et al., 2008).

Para a RT-PCR o mix para a reagdo € constituido pelo RNA-molde, solugéo de
dNTPs e a enzima DNA polimerase RNAdependente (transcriptase reversa - RT); primer
de DNA e o tampéo da enzima, este mix é incubado por 1 hora em temperatura superior
a 37°C (usualmente a 42°C), produzindo o DNA complementar (cDNA). Apds o término da
reacao de transcri¢do reversa com produg¢édo do cDNA, este servira como com molde para
0 segundo teste, sendo iniciada nova reacdo (MURRAY, et al., 1995; SCHAEFER, 2006;
SAID et al., 2024).

3.2.2 Nested PCR

Esta variacdo da PCR permite reduzir ou eliminar produtos da PCR néo desejados,
aumentando a sensibilidade e especificidade da reagdo (SCHAEFER, 2006). E realizada a
primeira reacao com um par de primers para amplificacdo da regido de interesse, chamados
primers externos. Apés € realizada nova reagdo, com o produto do primeiro ciclo como
molde, empregando par de primers complementares a sequéncia interna amplificada pelo
primeiro par de primers (COSTA et al., 2008). Isto permite que produtos espurios com
sequéncias internas irrelevantes sejam retirados no segundo ciclo (SCHAEFER, 2006).

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

3.2.3 PCR Real-time (PCR em tempo real)

PCR em tempo real tem boa aceitacao por ser mais rapida que a PCR tradicional,
mais sensivel, com melhor reprodutibilidade e menor risco de contaminacédo (READ et
al., 2000; MACKAY, 2004). Permite o monitoramento da quantificagdo de DNA amplificado
a cada ciclo, com a utilizacdao de sondas fluorescentes que hibridizam internamente
aos primers na sequéncia a ser amplificada (HOFFMANN et al., 2009; LI te al., 2024).
Os métodos baseados na PCR em tempo real forneceram uma quantificacao dinamica
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superior aos métodos anteriores, aumentando a objetividade da interpretacdo (KRENKE
et al.,2005).

A cada ciclo de sintese, o fluorocromo ¢é liberado da sonda e essa liberagéo 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 realizagédo (FLORES, 2007).
A medida que os ciclos sao finalizados ocorre a formacéo de um grafico, com os ciclos no
eixo das abcissas (X) e a indicac¢ao logaritmica de intensidade de luz no eixo das ordenadas
(Y) (COSTA et al., 2008).

Existem diferentes tipos quimicos de fluorescéncia para PCR real time, os mais
utilizados séo corantes fluorescentes (SYBR Green), sonda TagMan, Molecular Becons,
LUX, Scorpions (GYARMATI, 2008).

Atécnica é bastante rapida, pois os ciclos séo 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 amplificacdo e deteccdo simultanea de diferentes agentes ou subtipos do mesmo é
limitada, pelo nimero de grupamentos fluorescentes que o equipamento tem capacidade
de detectar (MACKAY, ARDEN & NITSCHE, 2002). No entanto, BELAK (2007) relata o
desenvolvimento de uma PCR tempo real multiplex com resultado satisfatério na detecgéo
do virus respiratoério sincicial bovino e coronavirus respiratorio bovino.

3.3 Analise por restricao enzimatica (REA)

A técnica de andlise de restricdo enzimatica vem sendo utilizada na caracterizagédo
de DNA viral. Os produtos originados apés a restricdo enzimatica, séo fragmentos do DNA
viral com diferentes tamanhos, possibilitando a diferenciacéo entre os subtipos de um virus
que apresentam diferencas na seqiiéncia do DNA (SHAEFER, 2006; ZHANG et al., 2024).

As enzimas utilizadas para a REA sdo isoladas de bactérias e denominadas conforme
0 género e espécie da bactéria, a primeira enzima de restricdo isolada foi da bactéria
Haemophilus influenzae, cepa d, subtipo Il, sendo denominada de Hindll. As sequéncias
de nucleotideos reconhecidas pelas enzimas sédo palindromos (sequéncia de nucleotideos
que apresentam a mesma cadeia no sentido 5’ para 3’ ou 3’ para 5’), normalmente os
palindromos reconhecidos pelas enzimas de restricao tém 4 ou 6 pares de bases (WALKER
& RAPLEY, 1999). As enzimas de restricdo quebram as ligagdes entre os nucleotideos de
uma cadeia de DNA por dentro, pois sé&o capazes de incisar o DNA em sitios especificos
(MALAJOVICH, 2004).

A avaliacdo dos diversos padrdes de digestdo possibilita a produgdo de um mapa
de restricdo obtidos de fragmentos de DNA, este mapa & denominado polimorfismo
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do comprimento de fragmentos de restricdo ou RFLPs - Restriction Fragment Length
Polymorphism. A analise rotineira de RFLP pode ser realizada com sondas génicas
marcadas (Southerm) para detectar fragmentos génicos especificos ou simplesmente pela
separacao em eletroforese e visualizagéo sob luz UV (WALKER & RAPLEY, 1999).
Diferentes enzimas produzirdo um diferente padrdo de fragmentos de digestao,
a partir da mesma amostra de DNA gendémico ou tipos ou subtipos virais podem ser
diferenciados com o uso de Unica enzima. Com a enzima BamHI, por exemplo, é possivel
fazer a diferenciacao entre o herpesvirus bovino (BoHV)tipo 1 e 5. A enzima cliva o BoHV-
1 em nove sitios e o BoHv-5 em 16 locais (BRUM & WEIBLEN, 2007). D’ARCE et al. (2002)
com a utilizacado das enzimas BstEll, Hindlll, BanHI, EcoRI e Pstl evidenciou a diferenca
entre o BoHV-1 e 5, com a enzima Hindlll caracterizou os subtipos do BoHV-1 e com a

BstEll evidenciou e subtipos de BoHV-5.

3.4 Clonagem

Aclonagem molecular é o processo de construcdo de moléculas de DNArecombinante
e da sua propagacédo em hospedeiros apropriados que possibilitam a selecdo do DNA
recombinante. ApOs a incorporacdo de um fragmento de DNA no vetor, esse fragmento
pode ser clonado, constituindo uma colecéo de clones. A essa colecao da-se o nome de
biblioteca de DNA (MALAJOVICH, 2004).

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

Os procedimentos bésicos para a clonagem, iniciam com o isolamento de DNA ou
RNA de células ou tecidos; com sintese de cDNA (para RNA) ou digestdo de DNA gendmico
pela clivagem com enzimas de restricdo, este fragmento devera ser inserido no vetor para
amplificacdo em centenas de copias. E ap6s a obtengédo dos clones, estes devem ser
identificados por processo de triagem para isolamento e manipulagdo do DNA clonado.
A identificacé@o dos clones pode ser realizada por andlise do padrao de restricdo (RFLP),
sequenciamento de DNA, hibridacdo de é&cidos nucléicos, PCR e analise de produtos
génicos por reconhecimento imunolégico (WALKER & RAPLEY, 1999; FMRP-USP, 2007;
MALAJOVICH, 2004; NAYAKA et al., 2024).

Os principais vetores sédo os plasmideos, fagos, cosmideos, virus, bacteri6fagos e
fagomideos. A escolha do vetor depende da sua facilidade de manipulacao e do tamanho do
fragmento de DNA. Os plasmideos e os fagos transportam fragmentos de DNA pequenos,
sendo por isso apropriado para genomas pequenos. Pelo contrario, os cosmideos podem
transportar até 45 kb (WALKER & RAPLEY, 1999; FMRP-USP, 2007).

No diagnéstico viral a clonagem pode ser usada para fazer o mapeamento e
identificacdo de genes e das proteinas por eles codificadas, com o uso da biblioteca de
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DNA recombinante. Produtos obtidos de PCR podem ser purificados e clonados para
posterior seqlienciamento.

3.5 Sequenciamento do genoma viral

O sequenciamento tornou-se uma ferramenta importante no diagnéstico viral,
particularmente nos protocolos baseados na amplificacdo de &cido nucléico via PCR. Na
medicina veterinaria sequenciamento parcial tem sido usado para detectar mutagcbes nos
agentes virais. No virus da Parvovirose canina ocorreram mutacdes que foram detectadas
pelo seqlienciamento e nova vacina foi produzida (MURPHY, et al., 1999). O sequenciamento
esta sendo utilizado para a analise das amostras de Influenza A HIN1, em todo o mundo.
No Brasil o seqiienciamento do virus H1N1, detectou uma pequena alteragédo em relacao
a amostras de outros paises.

O uso da sequéncia de DNA para pesquisa de algum agente depende da pureza
do DNA usado e da fidelidade do procedimento. A preparacdo de amostras de DNA
para sequenciamento € importancia para a obtencédo de seqiéncias de boa qualidade
para analise. Muitas vezes somente a extragdo, amplificagdo por PCR e purificacbes
convencionais ndo sao suficientes e uma padronizacdo é necessaria, evitando-se assim
erros e perdas dos procedimentos (Embrapa, 2007).

No final da década de 70 foram desenvolvidos dois métodos de seqlienciamento do
DNA. O método da clivagem quimica, denominado método Maxam e Gilbert, ocorre em trés
etapas, onde o DNA alvo é marcado radioativamente em uma das extremidades, dividido
em quatro aliquotas e tratado com produtos quimicos que produzem clivagens base-
especifica. Produz uma série de fragmentos de tamanhos diferentes, que sédo separados
por eletroforese e apds autorradiografia a seqiiéncia do DNA é determinada com base nas
posi¢cdes dos fragmentos (WALKER & RAPLEY, 1999; CUTT et al., 2024).

O método didesoxi ou método de Sanger, mais utilizado, &€ baseado na produgéo
de uma série de fragmentos de DNA por copia enzimatica da sequéncia alvo, utilizando a
DNA polimerase e incorporacao de didesoxinucleotideos (ddNTP), realizadas em quatro
reacoes 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 sequéncia é feita de baixo para cima.

O aprimoramento das metodologias uniu PCR e seqlienciamento, sendo chamada
de sequienciamento por ciclo ou automatizado. As reagdes podem ser realizadas em unico
tubo, com terminadores (ddNTP) marcados por corantes, com emissdo em diferentes
comprimentos de onda. J& com automacédo 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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41 CONSIDERAGOES FINAIS

Muitas técnicas laboratoriais para identificacdo e caracterizagdo viral ja foram
desenvolvidas e estdo disponiveis, entretanto ainda séo de custo muito elevado o que
dificulta sua utilizagdo a campo. Desta forma, laboratérios de diagnoéstico ndo utilizam
rotineiramente tais técnicas, estando, atualmente, restritas a laboratérios especializados e
que atuam com pesquisa. Entretanto, quanto maior a difusdo e aprimoramento, maiores as

chances destas técnicas chegarem ao produtor com pregos acessiveis.
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