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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o de realizar uma revisdo de literatura sobre o
desenvolvimento de ensaios PCR Multiplex e evidenciar as possiveis afeccdes
gque podem ser beneficiadas com esta técnica. Ser4 abordada a metodologia
necessaria para a escolha dos agentes etioldgicos, primers necessarios para a
amplificagéo, que tipos de amostras podem ser utilizadas, como realizar a
extracdo de &cidos nucleicos, isolar e identificar o patégeno, como otimizar e
padronizar as reagdes, como estipular a sensibilidade, especificidade, validacao
do teste e como solucionar as restricbes que podem ocorrer. Os beneficios do
desenvolvimento da técnica envolvem a facilidade no diagnéstico diferencial de
doencas com sinais clinicos semelhantes, rapidez nos resultados e menor uso
indiscriminado de medicamentos.

Palavras-chave: PCR, Multiplex, Diagnostico diferencial, Agentes etioldgicos.



ABSTRACT

The goal of this paper is to carry out a literature review on the development of
Multiplex PCR assays and highlight the possible diseases that can benefit from this
technique. The necessary methodology for choosing the etiological agents, the
primers needed for amplification, what types of samples can be used, how to
extract nucleic acids, isolate and identify the pathogen, how to stipulate the
sensitivity, specificity, validation of the assay and how to solve restricting issues
that may occur. The development of this technique benefits the differential
diagnosis of diseases with similar clinical signs, the speed of results and less
indiscriminate use of medication.

Keywords: PCR, Multiplex, Differential diagnosis, Etiological agents.
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1 INTRODUCAO

A reacdo em cadeia da polimerase Multiplex € uma variagdo da PCR
convencional, nela é possivel amplificar duas ou mais sequéncias alvo através do
uso de pares de primers especificos em uma mesma reacdo (MARKOULATOS et
al., 2002). Com a PCR Multiplex € possivel economizar tempo, esforco e gastos,
sem que haja diminuicdo na qualidade diagnostica da técnica. No campo das
doencas infecciosas, € um método que se mostrou eficaz para diferenciacdo e
diagnostrico diferencial de agentes etioldgicos viricos, bacterianos, fungicos e
parasitarios (ELNIFRO et al., 2000).

A padronizacdo e otimizacdo de um ensaio PCR Multiplex impde certas
dificuldades, tais quais, amplificacdo preferencial de determinadas partes
especificas do material genético, menor sensibilidade e especificidade. A
necessidade de utilizacdo de mais de um par de primers aumenta as chances de
amplificacdo de produtos ndo especificos, devido a formagdo de dimeros
(MARKOULATOS et al., 2002). Para evitar-se que ocorra essas amplificacdes, a
proporcdo existente de primers deve ser ideal a quantidade de material genético

(RUANO et al., 1989).

O ensaio PCR Multiplex deve obter os graus de especificidade e eficiéncia
mais préximos possiveis aos da reacédo individual. O problema da formacao de
dimeros inespecificos pode ser contornado com a troca dos primers que causaram
esta amplificacdo. Como resultado, é possivel desenvolver ensaios PCR Multiplex
altamente especificos, que permitem a amplificagdo de alvos no material genético
de diferentes agentes etiol6gicos (CHAMBERLAIN, 1994).

Métodos convencionais de diagnéstico como culturas bacterianas, ELISA
(ensaio imunoenzimatico), IFA (imunofluorescéncia), isolamento em cultivo celular,
soroneutralizacdo ou ensaios PCRs para alvos individuais consomem tempo, mao
de obra qualificada e necessitam de pessoas com treinamento técnico e cientifico
especifico para desenvolver cada uma destas técnicas. Devido a essas limitagdes,
o desenvolvimento de ensaios PCR para multiplos alvos foi elaborado. Com o
PCR Multiplex é possivel detectar uma ampla categoria de agentes patogénicos,
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dentre elas bactérias, virus e parasitas, resultando em menor custo; além de ser
mais eficiente e também permitir o diagnéstico de coinfecgdes em um mesmo
momento (CHANG et al., 2021).

A técnica pode ser utilizada como diagnéstico diferencial para doencas com
sintomas clinicos semelhantes, ou pode ser o ponto de partida para maiores
investigacbes como hibridizacdo ou sequenciamento. Independentemente da
utilizacao deste tipo de ensaio, é benéfico quando ha a amplificacdo de multiplos
fragmentos genéticos simultaneamente, pois ocorre economia de tempo e custos
(EDWARDS, 1994).

Infeccdes do sistema digestivo, reprodutivo e respiratério sdo muito comuns
na veterinaria, podem causar sintomas clinicos inespecificos que ndo sejam
capazes de diferenciar o0 agente etiolégico da doenca com apenas anamnese e
exames fisicos de rotina, além disso, muitas infeccbes acontecem devido a
infeccdo por multiplos patdégenos. Devido a isso, o diagndstico diferencial feito de
forma rapida e precisa é importante para permitir tratamento adequado e
implementacdo de protocolos adequados de manejo para prevencao (HAO et al.,
2019).

1.2 Objetivo

O objetivo deste trabalho é realizar uma revisédo bibliografica a respeito do
desenvolvimento da técnica de PCR Multiplex, onde é possivel a deteccdo
simultanea de diferentes agentes etiologicos. Serdo abordadas as metodologias
necessarias de desenvolvimento da técnica para diferentes patégenos, a escolha
de primers a partir da literatura, tipos de amostras clinicas que podem ser

utilizadas, e as etapas para padronizacao e otimizacao da técnica.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A escolha dos agentes etiologicos que serdo alvo do PCR Multiplex € uma
etapa crucial para o desenvolvimento do ensaio. A técnica permite o diagndstico

diferencial de doencas com sinais clinicos semelhantes; dessa forma, para inicio
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do delineamento é interessante que seja feito um estudo epidemiolégico de
doencas prevalentes em determinada regido. Alguns diagnosticos para agentes
patogénicos que podem se beneficiar com o desenvolvimento de um PCR
Multiplex séo afec¢des do sistema digestivo (rotavirus bovino, coronavirus bovino,
virus da diarreia viral bovina, Escherichia coli, Salmonella enterica, Clostridium
perfringes, Cryptosporidium, Giardia duodenalis, Eimeria) (DALL AGNOL et al.,
2021), do sistema reprodutivo (BoHV-1, BVDV-1, BVDV-2, BVDV-3, Neospora
caninum, Leptospira spp.) (MACLACHLAN, 2011) e do sistema respiratorio
(herpesvirus bovino-1, virus respiratorio sincicial bovino, parainfluenza bovina-3)
(ELLIS, 2001). Dentro de cada sistema, 0s patdogenos produzem sinais clinicos
semelhantes e as técnicas para diagndstico mais utilizadas atualmente detectam

apenas um agente por vez.

2.1 Afeccdes do sistema digestivo

Dentre as afeccBes do sistema digestivo que acometem o0s animais, a
diarreia neonatal bovina € uma das doencas mais prevalentes na bovinocultura.
Possui etiologia que envolve aspectos nutricionais, ambientais e ndo somente 0s
infecciosos, sendo, por isso, de complexo diagnéstico (WEI et al., 2021). Os sinais
clinicos caracterizam-se por desidratacdo grave, diarreia intensa, desequilibrio
eletrolitico, acidose metabdlica, choque hipovolémico, atraso no ganho de peso e
desempenho produtivo (DALL AGNOL et al., 2021).

As doencas entéricas que acometem bovinos levam a reducdo na producéo
da industria leiteira e de corte, deterioram a saude dos animais, causam morte
precoce e causam economicamente muitas perdas para os produtores devido aos
custos de tratamento, diagnostico e perdas de animais (CHO e YOON, 2014). A
diarreia neonatal bovina € uma das maiores causas de perdas econdmicas na
bovinocultura devido a alta morbidade e mortalidade. Fatores sanitérios,
ambientais, pouca ingestdo de colostro e estresse sao importantes no
desenvolvimento das afec¢cdes no sistema digestivo, dessa forma, a identificacao
dos agentes infecciosos viricos, bacterianos e parasitarios tornam o ensaio PCR
Multiplex um instrumento importante para a deteccdo rapida, possibilitando o
tratamento adequado (YONG, 2010).
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Alguns dos agentes infecciosos que causam doenca do trato gastrointestinal
dos animais sado viricos (rotavirus bovino, coronavirus bovino, virus da diarreia
viral bovina), bacterianos (Escherichia coli, Salmonella enterica, Clostridium
perfringes) e parasitarios (Cryptosporidium, Giardia duodenalis, Eimeria) (DALL
AGNOL et al., 2021). Para diagnéstico diferencial, o padrdo considerado ouro € a
cultura bacteriana, o isolamento em cultivo celular e flotagdo fecal para
visualizacdo de oocistos em microscopia direta (CHO e YOON, 2014). Porém, o

resultado dessas técnicas € lento e ndo acusa coinfec¢des (GOTO et al., 2020).

Os testes moleculares, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e
PCR Multiplex séo interessantes formas de realizar a diferenciacdo do agente
causador dessas doencas, pois tem alta sensibilidade, especificidade, entregam
resultados rapidamente, diminuem custos e permitem a deteccdo simultanea de
agentes etiologicos diferentes em um mesmo momento e utilizando-se uma
mesma amostra bioldgica (FUJIOKA, OTOMO, AHSAN, 2013).

2.2 Afeccdes do sistema reprodutivo

Doengas que acometem o sistema reprodutivo de bovinos podem causar
importantes perdas econdmicas na bovinocultura devido a ma formacéao fetal,
abortos, infertilidade, teratogénese, reabsorcdo de embrido, mumificacédo fetal e
natimortos (DE OLIVEIRA et al.,, 2021). Causam grandes perdas econbmicas
especialmente na producdo em sistemas do tipo confinamento, cujas estratégias
de controle sdo diretamente relacionadas com o manejo sanitario e os protoclos
de vacinacgéo, sem a diferenciacdo dos agentes que causam as enfermidades, nado
h&d o correto protocolo sanitario implementado nas propriedades e ocorre uma

maior disseminagdo das doengas (MEGID; RIBEIRO; PAES, 2016).

A disseminacdo pode ocorrer de forma rgpida e permitir uma ampla
disseminacdo nos rebanhos através de coito, inseminacao artificial realizada com
sémen contaminado, contato direto via aerossois, fomites e/ ou de forma
iatrogénica. A apresentacao clinica é caracteristica, porém muitos dos animais

infectados apresentam a doenca de forma subclinica e isso dificulta um
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diagnostico rapido e eficaz. Na maior parte dos casos as técnicas utilizadas para
diferenciacdo etiolégica envolvem microscopia Optica, imunofluorescéncia,
isolamento viral em cultivo celular, cultura bacteriana, flotamento fecal e PCRs
com alvos individuais (MACLACHLAN, 2011).

As herpesviroses (BoHV-1), a diarreia viral bovina (BVDV-1, BVDV-2, BVDV-
3), a neosporose (Neospora caninum) e a leptospirose (Leptospira spp.) séo
enfermidades que comumente acarretam no comprometimento do sistema
reprodutivo dos bovinos. Devido ao fato dessas doencas apresentarem sinais
clinicos parecidos e serem derivadas de infec¢des causadas por virus, bactérias e
protozoarios, o seu diagnéstico diferencial é realizado de forma dificultada
(MACLACHLAN, 2011).

Para permitir o tratamento, prevencdo e controle dessas doencas €
necessario que seja realizado o diagnoéstico diferencial. Atualmente, as técnicas
mais utilizadas para esse fim séo laboriosas, demoradas, buscam em sua maioria,
apenas um alvo, fazendo com que nao haja rapidez e nem indicativo de infec¢des
causadas por mais de um agente patogénico nos animais acometidos. A utilizacao
de um PCR Multiplex possibilita uma diminuicdo dos custos, implementacédo correta
de manejo sanitario e protocolos adequados de vacinacdo (MEGID; RIBEIRO;
PAES, 2016).

2.3 Afeccdes do sistema respiratério

Em bovinos, as doencas respiratorias sdo consideradas um grande problema
para a producdo desses animais, causam imensas perdas econbémicas com a
diminuicdo na produtividade nas propriedades onde essas enfermidades estdo
presentes (THONUR et al., 2012). As afecc¢des do sistema respiratorio, em caninos,
sdo causadas por diversos agentes etiol6gicos diferentes, tais quais, adenovirus
tipo 2, virus da cinomose canina, virus da influenza canina, virus da parainfluenza
canina, herpesvirus canino, Bordetella bronchiseptica e outros (HAO et al., 2019).
Na equinocultura, os herpesvirus tipo 1, 4, 2 e 5 estdo associados aos sinais
clinicos do trato respiratério (WANG et al., 2006).
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Apesar da etiologia ser multifatorial (envolvendo questdes sobre imunidade,
ambiente, densidade de animais, umidade, transporte, clima, estresse, nutricdo
inadequada, baixa ingestdo de colostro, etc.), os agentes infecciosos sao cruciais
para o desenvolvimento das doencas que acometem o sistema respiratorio. Os
principais patdégenos envolvidos nessas doengas em bovinos séo herpesvirus
bovino-1, virus respiratorio sincicial bovino, parainfluenza bovina-3 e, muito
frequentemente, ocorre a coinfeccdo com patdgenos oportunistas como
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Haemophilus somni e diversas

espécies de micoplasma (ELLIS, 2001).

Na industria aviaria, a infeccdo do trato respiratério causa alta mortalidade, é
altamente contagiosa e resulta em grandes perdas econdmicas. A etiologia da
doenca € complexa e muitas vezes envolve mais de um agente patogénico ao
mesmo tempo, o que resulta em maiores dificuldades para se alcancar o
diagnostico completo e permitir o correto manejo sanitério, tratamento dos animais
doentes e implementacdo de protocolos de prevencdo. Alguns dos agentes
etiol6gicos envolvidos na doenca em aves sSdo pneumovirus aviario, virus da
influenza aviaria, virus da doenca de Newcastle e bactérias oportunistas (MALIK et
al., 2004).

Os métodos diagndsticos empregados para diferenciacdo etiolégica
acontecem de forma dispendiosa e demorada devido a grande variedade de
agentes patogénicos causadores dessas doencas. Devido a isso, o diagnostico das
enfermidades acometidas no trato respiratorio de bovinos, caninos, aves e equinos
pode ser muito beneficiado com o desenvolvimento de um ensaio PCR Multiplex

com multiplos alvos para cada espécie (GOTO et al., 2020).

3 METODOLOGIA DO PCR MULTIPLEX

As cepas viricas, bactérias e parasitas usadas para delineamento de um
novo PCR Multiplex devem ser epidemiologicamente as mais frequentes em uma
determinada regido e acometer animais desenvolvendo sinais clinicos semelhantes
entre si; desta forma, a técnica permitira o diagnostico diferencial e permitira o
tratamento adequado (RACHLIN, 2005).
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Um PCR Multiplex ira precisar de quatro elementos basicos para a
amplificacdo do DNA alvo: pares de primers especificos para alvos estaveis de cada
agente etiologico, dNTPs, DNA polimerase e a amostra que sera analisada. Em um
primeiro momento a mistura (mix) € aquecida de forma rapida para ocorrer a
desnaturacdo do DNA e separar as fitas. Ocorre entédo o resfriamento que permite a
renaturacdo do material genético iniciado pelos primers, e a enzima DNA polimerase
utiliza o conjunto de dNTPs para replicar seletivamente o alvo genético. O ciclo de
aguecimento e resfriamento € repetido de 25 a 30 vezes em algumas horas dentro
de um termociclador. A cada ciclo a quantidade de material genético alvo amplificada
€ multiplicado por um fator de 2, apds 20 ciclos, o DNA alvo foi multiplicado acima de
um milhdo de vezes e apds 30 ciclos, acima de um bilh&o de vezes. O restante de
material genético na mistura, que ndo ha interesse em identificar, ndo é amplificado
(LEHNINGER, 2014). Na Figura 1, pode ser observado um fluxograma explicativo
das etapas que permitem a amplificacdo de DNA da reacdo em cadeia da

polimerase com alvos unicos.



Figura 1. Fluxograma da reacdo em cadeia da

polimerase.

Regiao do DNA-alvo
que sera amplificada

|

© Aquecimento para separar as fitas.

® Adicdo de oligonucleotideos
iniciadores sintéticos;
resfriamento.

H

© Adicdo de Tag DNA-polimerase
termoestavel para catalisar a
sintese do DNA 53",

fo—— 0000 ee—
e, S ——"4

L) 5
B e— Se——

Repeticao das etapas @ e ©.

W

\.

Asintese do DNA (etapa ©)
é catalisada pela DNA-poli-
merase termoestavel
{ainda presente).

w

I

w

Repeticao das
etapas de @ até ©.

e

iy

w

Apds 20 ciclos, a sequéncia-alvo foi amplificada em cerca de 10° vezes.

Fonte: LEHNINGER (2014).

22



23

Nas tabelas a seguir, podem ser verificados exemplos de mix para reagdes de
PCR individuais para detecgdo de cinomose (Tabela 1), parainflueza (Tabela 2) e
rotavirus (Tabela 3), utilizados no Setor de Virologia da Universidade Federal de
Santa Maria. Observa-se que, como demonstrado nas tabelas a seguir, é possivel

fazer a identificacdo de somente um virus no PCR convencional.

Tabela 1. Mix para reacdo de PCR para o virus da cinomose (CDV).

Agua Tampdo dNTPs Mg Primer  Primer Taq MT
Q Identificagéo
(ML) (ML) (HL) (HL) FuL) R(u) (HL) (ML)
1 C+ 6,3 1 0,2 0,3 0,5 0,5 0,2 1
2 Amostra 6,3 1 0,2 0,3 0,5 0,5 0,2 1
3 C—ext 6,3 1 0,2 0,3 0,5 0,5 0,2 1
4 C — mix 6,3 1 0,2 0,3 0,5 0,5 0,2 1
Total 25,2 4 0,8 12 2 2 0,8 4

Fonte: Setor de Virologia UFSM, 2022.

Q: quantidade de microtubos; dNTPs: desoxinucleotideos trifosfatos; Mg: magnésio; Primer F:
iniciador senso; Primer R: iniciador antisenso; Taq: enzima Taq DNA polimerase ; MT: material
genético proveniente da amostra; C+: controle positivo; C — ext: controle negativo da extragédo; C- mix:
controle negativo do mix.

Tabela 2. Mix para reacdo de PCR para parainfluenzavirus tipo 5 (PIV-5).

Agua Tampdo dNTPs Mg Primer  Primer Taq MT
Q Identificacédo
(HL) (HL) (L) (L) F@L) R (HL) (HL)
1 C+ 6,4 1 0,2 0,3 0,5 0,5 0,1 1
2 Amostra 6,4 1 0,2 0,3 0,5 0,5 0,1 1
3 C - ext 6,4 1 0,2 0,3 0,5 0,5 0,1 1
4 C - mix 6,4 1 0,2 0,3 0,5 0,5 0,1 1
Total 25,6 4 0,8 1,2 2 2 0,4 4

Fonte: Setor de Virologia UFSM, 2022.

Q: quantidade de microtubos; dNTPs: desoxinucleotideos trifosfatos; Mg: magnésio; Primer F:
iniciador senso; Primer R: iniciador antisenso; Taq: enzima Taq DNA polimerase ; MT: material
genético proveniente da amostra; C+: controle positivo; C — ext: controle negativo da extragdo; C- mix:
controle negativo do mix.
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Tabela 3. Mix para reacdo de PCR para rotavirus (CRV).

Agua Tampdo dNTPs Mg Primer Primer  Taq MT
Q Identificacéo
(L) (L) (W) (18 F(L) R(u) (uL) (L)
1 C+ 6,1 1 0,2 0,5 0,5 0,5 0,2 1
2 Amostra 6,1 1 0,2 0,5 0,5 0,5 0,2 1
3 C - ext 6,1 1 0,2 0,5 0,5 0,5 0,2 1
4 C - mix 6,1 1 0,2 0,5 0,5 0,5 0,2 1
Total 24,4 4 0,8 2 2 2 0,8 4

Fonte: Setor de Virologia UFSM, 2022.

Q: quantidade de microtubos; dNTPs: desoxinucleotideos trifosfatos; Mg: magnésio; Primer F:
iniciador senso; Primer R: iniciador antisenso; Taq: enzima Taq DNA polimerase ; MT: material
genético proveniente da amostra; C+: controle positivo; C — ext: controle negativo da extragédo; C- mix:
controle negativo do mix.

Na Tabela 4, pode ser verificado um exemplo de mix para reacdo de ensaio
de PCR Multiplex com alvo para agentes que afetam o sistema gastrointestinal de
bovinos, de acordo com projeto desenvolvido no Setor de Virologia da Universidade
Federal de Santa Maria. Neste caso, diferente do que € demonstrado nas tabelas
anteriores, varios agentes patogénicos podem ser identificados a partir de uma Unica
reacao de PCR.

Tabela 4. Mix para multiplex — sistema gastrointestinal de bovinos.

Sal Sal BRV BRV CRY CRY K99 K99 BCV BCV

Q Identificacéo Agua  Tampao F R F R F R F R F R Taq MT VT
(L) (ML) (ML) (uL) - (uL)
(ML) (L) (b)) (L) (L) (Wb ML) (ML) (Wb) (W)

1 C+1 0,3 7,5 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 1 5 15
2 C+2 0,3 7,5 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 1 5 15
3 C+3 0,3 7,5 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 1 5 15
4 C+4 0,3 7,5 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 1 5 15
5 C+5 0,3 7,5 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 1 5 15
6 Amostra 0,3 7,5 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 1 5 15
7 C —ext 0,3 7,5 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 1 5 15
8 C- mix 0,3 7,5 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 1 5 15
Total 2,4 60 096 09 09 09 096 096 096 096 096 0,96 8 40 120

Fonte: Setor de Virologia UFSM, 2022.

Q: quantidade de microtubos; Sal F: iniciador senso para Salmonella enterica; Sal R: iniciador
antisenso para Salmonella enterica; BRV F: iniciador senso para rotavirus bovino; BRV R: iniciador
antisenso para rotavirus bovino; CRY F: iniciador senso para Cryptosporidium parvum; CRY R:
iniciador antisenso para Cryptosporidium parvum; K99 F: iniciador senso para Escherichia coli; K99 R:
iniciador antisenso para Escherichia coli; BCV F: iniciador senso para coronavirus bovino; BCV R:
iniciador antisenso para coronavirus bovino; Taq: enzima Taq DNA polimerase; MT: material genético
proveniente da amostra; VT: volume total final; C+ 1: controle positivo para agente etiologico 1; C+ 2:
controle positivo para agente etiolégico 2; C+ 3: controle positivo para agente etiolégico 3; C+ 4:
controle positivo para agente etioldgico 4; C+ 5: controle positivo para agente etiologico 5; C — ext:
controle negativo da extracdo; C- mix: controle negativo do mix.
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Abaixo, pode ser observado um exemplo de protocolo sugerido para
amplificacdo de multiplos alvos em técnica de PCR Multiplex, com a descricdo dos
ciclos, temperaturas e duracdo de cada etapa, que podem ser alterados durante o
desenvolvimento de um novo mPCR.

Tabela 5. Protoloco de amplificacdo mPCR — eletroforese em gel de agarose.

Passo Ciclos Temperatura Tempo
Ativacdo 1 95°C 2 min
Desnaturacéo 95°C 30s
Anelamento 30-40 60°C 90 s

~ 60 s/ kb do maior
Extensao 72°C
amplicon
Extensao final 1 72°C 10 min
Final 1 4°C Infinito

Fonte: Thermo Fisher Scientific, 2022.

°C: graus Celsius; min: minutos; s: segundos; s/ kb: segundos por quilobite; amplicon: produto da
amplificacéo.

3.1 Cepas viricas, bactérias e parasitas

Dentre 0os acometimentos no sistema gastrointestinal, os agentes etiolégicos
rotavirus bovino, coronavirus bovino, virus da diarreia viral bovina, Escherichia coli,
Salmonella enterica, Clostridium perfringes, Cryptosporidium, Giardia duodenalis e
Eimeria, sdo alguns dos mais importantes (DALL AGNOL et al., 2021). No sistema
reprodutivo, alguns patégenos que podem ser causadores de doencas sdo as
herpesviroses, a diarreia viral bovina, a neosporose e a leptospirose
(MACLACHLAN, 2011). Nos sistemas de producdo de aves podemos citar virus
respiratorio sincicial bovino, herpesvirus bovino-1, parainfluenza bovina-3,
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Haemophilus somni e micoplasma
(ELLIS, 2001).

As cepas viricas, bactérias e parasitas usadas para delineamento de um
novo PCR Multiplex devem ser epidemiologicamente as mais frequentes em uma

determinada regido e acometer animais desenvolvendo sinais clinicos semelhantes
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entre si, a técnica permitird o diagnéstico diferencial e permitira o tratamento
adequado (RACHLIN, 2005).

3.2 Primers

Primers sdo segmentos de &cidos nucleicos que atuam como iniciadores
para a replicacdo de DNA. Para a PCR realizar a amplificacdo de alvos é
necessario a amostra de DNA, primers (par de oligonucleotideos iniciadores
sintéticos), desoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs) e a enzima DNA-polimerase. As
sequéncias amplificadoras podem ser desenhadas a mao ou com o auxilio de
programas especificos para esse fim, como Primer-BLAST, BLAST, FastPCR,
Geneious, entre outros. Os primers utilizados para cada agente etiolégico devem
buscar regides conservadas dos genomas, pois cepas viricas podem sofrer
mutacdes e alterar partes importantes do RNA ou DNA (HAO, 2019). Na literatura,
h4 um grande numero de alvos que podem ser usados para o desenho de
primers, cada alvo apresenta caracteristicas e podem ter regides conservadas ou
sequéncias variaveis. Devido a isso, a escolha do alvo para o desenho dos
primers de cada agente etiologico influencia na especificidade e na sensibilidade
da técnica (CONTER et al., 2019). O critério mais importante para o desenho de
primers em uma reacao de PCR para deteccdo de multiplos alvos é a similaridade
das temperaturas e limites de tempo para garantir o desempenho mais sensivel e

especifico sob as mesmas condi¢des de amplificacdo (KONG e GILBERT, 2007).

Outro aspecto importante a ser levado em consideracdo na escolha dos
primers utilizados para desenvolvimento de um ensaio de PCR Multiplex é o
tamanho dos produtos amplificados para que seja possivel a visualizacdo em
eletroforese em gel de agarose (CARLSON et al., 2013). Na Tabela 6 é
evidenciada a sequéncia de nucleotideos de cada primer e o tamanho do produto
amplificado para alguns dos virus que causam doengas respiratorias e entéricas
em caninos (HAO et al., 2019).
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Tabela 6. Primers - doencas respiratdrias e entéricas de caninos.

Produtos de

Virus Primer Sequéncia
PCR
CAV-2-F? CGCTGARCAYTACTACCTTGTCTATATTTATG
CAV-2 1020 pb
CAV-2-R? GGTAGAGCWCTTCGTGTCCGCTT
CDV-F AGATTCAGCCATTTGTAGCCA
Ccbv 794 pb
CDV-R GTTGGACTACCTGAGCCCTA
CIV-F CAAGCACTAATCAAGAACAAAC
CIv 544 pb
CIV-R TCTGCTGCTTGTCCTGTACCTT
CPIV-F ACAAAAATGTCATCCGTGCT
CPIV 386 pb
CPIV-R ATCTCTCCACGGCTCATACC
. CanineCV-F GCGTTTACCTGTTCACCC
CanineCV 819 pb
CanineCV-R AACTGTTTCATCTGCGRCTG
CCoV-F AGGAAGGCAACAATCCAATA
CCoV 477 pb
CCoV-R GCCACCTCTGATGGACGA
CPV-F AAGACGTGCAAGCGAGTCC
CPV 337 pb
CPV-R GAGCGAAGATAAGCAGCGTAA

Fonte: Hao et al., 2019.

Primer: sequéncia iniciadora; PCR: reacdo em cadeia da polimerase; CAV-2: adenovirus canino tipo
2; CAV-2-F% iniciador senso para adenovirus canino tipo 2; CAV-2-R": iniciador antisenso para
adenovirus canino tipo 2; CDV: virus da cinomose canina; CDV-F: iniciador senso para virus da
cinomose canina; CDV-R: iniciador antisenso para virus da cinomose canina; CIV: virus da gripe
canina; CIV-F: iniciador senso para virus da gripe canina; CIV-R: iniciador antisenso para virus da
gripe canina; CPIV: virus da parainfluenza canina; CPIV-F: iniciador senso para virus da
parainfluenza canina; CPIV-R: iniciador antisenso para virus da parainfluenza canina; CanineCV:
circovirus canino; CanineCV-F: iniciador senso para circovirus canino; CanineCV-R: iniciador
antisenso para circovirus canino; CCoV: coronavirus canino; CCoV-F: iniciador senso para
coronavirus canino; CCoV-R: iniciador antisenso para coronavirus canino; CPV: parvovirus canino;
CPV-F: iniciador senso para parvovirus canino; CPV-R: iniciador antisenso para parvovirus canino;
pb: pares de bases.

3.3 Amostras clinicas para uso em PCR Multiplex

As amostras clinicas utilizadas para a realizacdo da técnica de PCR Multiplex
poderdo ser provenientes de amostras de tecidos (pele, figado, cérebro, intestino,
entre outros), sangue, fezes, liquor, leite, placenta, fetos abortados, etc. A escolha
devera ser realizada com a suspeita do agente etioldgico e seu sitio de predilecao
nos organismos (MAKINO et al., 1999).

3.4 Extracao de acidos nucleicos
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A extragdo de DNA por Trizol pode ser realizada utilizando-se solugdes,
monocamadas celulares diluidas, sangue, suabes e amostras de tecido. A proporcao
utilizada para ressuspensao deve ser de 100-150 mg de amostra para 900 uL de
Trizol e incubacdo em temperatura ambiente por 5 minutos. Ap0sS 0S minutos
necessarios para a primeira incubacdo, 120 pL de cloroférmio devem ser
adicionados a mistura e agita-se vigorosamente. Faz-se uma incubacéo por mais 3
minutos em temperatura ambiente. Os tubos devem ser centrifugados por 15 min a
14.000 rpm a 4°C. A fase aquosa translicida superior deve ser coletada, assim
como a fase intermediaria e a amostra é transferida para outro tubo livre de Rnase e
DNAse. Deves er adicionado 375 pL de &lcool isopropilico e nova incubacao feita
por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds incubacédo, centrifuga-se por 10
minutos a 14.000 rpm a 4°C para permitir a formacdo de pellets e remocédo do
sobrenadante. Para lavar o pellet, adiciona-se 375 pl de etanol 75%, com posterior
centrifugacéo a 9500 rpm por 5 minutos. O etanol adicionado deve ser removido por
inversdo e uma nova centrifugacao deve ser realizada por no maximo 1 minuto na
velocidade maxima, a Ultima gota deve ser retirada com auxilio de uma pipeta. A
secagem deve ser feita em temperatura ambiente por 5 minutos e o pellet deve ser
dissolvido em 40 pl de Tris-EDTA (TE) pré-aquecido. Os tubos contendo DNA podem

ser armazenados em freezer a -20°C ou -80°C.

Pode ser realizada a extracdo de RNA por Trizol a partir de solucgdes,
monocamadas celulares diluidas, sangue, suabes e amostras de tecidos.
Primeiramente, macera-se com o auxilio de bisturi, de 100 -150 mg de amostra e
esse material deve ser ressuspendido com o auxilio de pipeta em 900 uL de Trizol.
Posteriormente, incuba-se por 5 minutos em temperatura ambiente. Passado o
tempo necessario, acrescenta-se 200 uL de cloroférmio e agita-se vigorosamente.
Novamente deve ser realizada uma incubacdo em temperatura ambiente, por 3
minutos. Centrifuga-se por 15 minutos a 14.000 rpm a 4°C, sera formada retira-se a
fase superior translicida e transfere-se para um tubo livre de RNAse e DNAse,
acrescenta-se 500 uL de alcool isopropilico e incuba-se por 10 minutos em
temperatura ambiente. Novamente, os tubos devem ser centrifugados a 14.000 rpm
a 4°C por 10 minutos para que seja possivel a formacdo de pellet e retirada do
sobrenadante. Adiciona-se 500 uL de etanol 75% para lavagem do pellet e posterior

centrifugacéo a 9500 rpm por 5 minutos. Remove-se o etanol por inversao e faz-se
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uma centrifugacdo rapida por 1 minuto na rotagdo maxima, a Ultima gota deve ser
retirada com pipeta. Os tubos devem secar a temperatura ambiente por 5 minutos e
depois, deve-se dissolver o pellet em 40 uL de Tris-EDTA (TE) pré-aquecido. O

armazenamento pode ser realizado em freezer a -20°C ou -80°C.

3.5 Isolamento e identificacdo dos agentes etioldgicos

O isolamento e identificacdo dos agentes etioldgicos podem ser feitos através
de isolamento em cultivo celular, isolamento bacteriano ou isolamento de
protozoéarios. Para que 0s microorganismos possam ser isolados e identificados
deve ser levado em consideragdo as caracteristicas do ambiente ou organismo em
gue ele vive ou se prolifera, a técnica adequada para cada agente etioldgico, o tipo
de cultura a ser utlizado, as condicbes fisicas ambientais necesséarias ao
crescimento/ aumento de quantidade, pH, passagens celulares, repiques bacterianos
e a forma que serd empregada para estocagem desses patégenos (LAMAM, 2018).

3.6 Padronizacéo e otimizacao das reacgdes individuais vs. Multiplex

As amostras isoladas e identificadas podem ser usadas como controles
positivos para a padronizacdo das reacdes individuais. Cada agente patogénico
possui caracteristicas diferentes e isso faz com que haja diferencas nas
temperaturas de anelamento, tempo de extensédo para amplificacdo dos alvos e nas
quantidades 6timas de ciclos para a reacédo individual de PCR. Os kits comerciais
individuais sugerem essas caracteristicas e alcancam resultados satisfatorios de
guantidade de DNA amplificado, mas para o de PCR Multiplex com novos alvos e
novas combinacbes devem ser realizadas varias tentativas com suposi¢coes
aproximadas de temperatura e tempo. Algumas das condi¢cbes ideais para
amplificacdo gendmica sdo encontradas na literatura e podem ser utilizadas como
ponto de partida para a reacdo do ensaio com multiplos alvos (CARLSON et al.,
2013).

3.7 Sensibilidade e especificidade analitica e diagndstica
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Apos ser realizada a padronizacéo e otimizacdo da reacdo de PCR Multiplex,
deve ser realizada a sensibilidade de deteccdo dos agentes etioldgicos no ensaio
multiplo em comparacéo a sensibilidade dos ensaios individuais. A sensibilidade e
especificidade diagnostica sao relativas a amplificacdo de amostras positivas e a ndo
amplificacdo de amostras ndo positivas. A sensibilidade analitica é relativa ao limite
de deteccéo (tissue culture infection dose — TCIDsp) e também devera comparar as
reacOes individuais com as do ensaio multiplex. A especificidade analitica é testada
através da inclusdo de controles positivos para doencas com sinais clinicos
semelhantes, porém, com agentes etiolégicos diferentes, € relativo ao resultado
positivo apenas para os agentes alvo. A reacdo de PCR Multiplex ideal deve permitir

a identificacado dos diferentes alvos conforme figura 3 (KONG e GILBERT, 2006).

Figura 2. Esquematizacéo de eletroforese em gel de agarose mPCR.

MA BoHV-1BVDV N L A
500 -
300 —_ =
250  ve—
200  ‘—
100  e—
50 ——

Fonte: Guerra, 2022.
MA: marcador de 50 pb; BoHV-1: Herpesvirus bovino tipo — 1; BVYDV: Virus da diarreia viral bovina; N:

Neospora caninum; L: Leptospira spp.; A: amostra positiva para os quatro agentes etiolégicos.

3.8 Validacdo de um ensaio de PCR Multiplex

Para validacdo de um ensaio de PCR Multiplex é necesséaria a leitura em gel
de agarose, onde deve ser pipetado o marcador que permite analisar o tamanho dos
produtos amplificados, controle positivo e negativo previamente conhecidos, e as
amostras que serdo analisadas. Os controles positivos e negativos podem ser

provenientes de amostras selecionadas do laboratério, ou de kits comerciais. Em
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seguida, deve ser realizada a purificacdo dos produtos e sequenciamento genético.
A purificacdo dos produtos em gel de agarose pode ser realizada com Kits
comerciais e esta etapa é necessaria para remover contaminantes, como enzimas,
dNTPs nao associados a amplificacdo e primers. A técnica mPCR deve ser repetida
por outra pessoa responsavel e alcancar parametros bons de reprodutibilidade,
repetibilidade, sensibilidade, especificidade e acuracia (SOUTO, 2020). O grau de
acuracia € obtido com a relacdo a resposta de controles positivos e as amostras
analisadas pelo ensaio desenvolvido, a sensibilidade é referente a mPCR detectar o
acido nucleico especifico quando o controle € positivo, e a especificidade é referente
a ndo deteccdo do &cido nucleico especifico quando usado um controle negativo
(BRASIL, 2015).

4 POSSIVEIS RESTRICOES E SOLUCOES

O ensaio de PCR Multiplex exige o uso de diferentes primers para cada
doenca a ser analisada e o acréscimo desses oligonucleotideos aumenta a
probabilidade de ocorrer amplificacfes inespecificas durante os ciclos no
termociclador. Outro aspecto importante que deve ser considerado é a
sensibilidade analitica diminuida em comparacdo as reacdes feitas de forma
individual. Durante o processo de otimizacdo e padronizacdo dos tempos e
temperaturas, pode ser acrescentado etapas extras para permitir a amplificacao
dos diferentes alvos que estdo sendo analisadas. Assim, é favorecida a formacao
de dimeros que dificultam a visualizacdo da eletroforese de PCR em gel de
agarose. Para diminuir a ocorréncia desses problemas, deve ser otimizada a
reacdo e, pode-se também, haver a troca de primers sintéticos por outros que

causem menos formagéo de bandas inespecificas (CHAMBERLAIN, 1994).



32

5 CONCLUSAO

A técnica de PCR Multiplex é uma variacdo do PCR convencional na qual
dois ou mais alvos sdo amplificados de forma simultdnea em uma mesma reacao
e permite o diagnoéstico diferencial de agentes patogénicos ou coinfec¢des nos
animais acometidos. Este tipo de ensaio pode ajudar em diversas areas de
estudos que envolvem o genoma de microorganismos, tais quais, delecdo de

genes, mutacdes, polimorfismos ou ensaios quantitativos (Henegariu, 1997).

Existem diversas doencas que apresentam sinais clinicos semelhantes entre
si dentre os animais de producdo, silvestres e de companhia, causam perdas
econOmicas consideraveis e podem levar a problemas com uso indiscriminado de
medicamentos antimicrobianos. Os métodos tradicionais de diagndstico como
isolamento em cultivo celular, hemaglutinacdo, ELISA, imunofluorescéncia e
cultivo bacteriano podem demorar varios dias, necessitam do envolvimento de
pessoal com conhecimento técnico especifico e nem sempre sédo tdo sensiveis. As
novas tecnologias envolvendo a biologia molecular surgiram pra suprir a demanda
clinica para o rapido diagnéstico diferencial de muitas afec¢cdes na medicina
veterindria, apresentam resultados rapidos e tém alta sensibilidade (HUANG et al.,
2018).

O diagnéstico realizado nos estagios iniciais das doencas permite
adaptacdes no manejo sanitario, tratamento e possibilita uma menor distribuicdo
dessas infeccbes para outros animais, melhorando o bem estar animal e
beneficiando economicamente os produtores (SCARCELLI et al., 2003). O PCR
Multiplex é uma técnica molecular sensivel, pode ser adaptada para muitas
combinacdes de agentes etiolégicos mais prevalentes em determinadas regides e
€ altamente eficaz para acusar baixos niveis de material genético nas amostras

(SAFARPOOR, 2011).

A técnica de mPCR também pode beneficiar a importacdo e exportacao de
produtos animais, detectando a contaminacdo e impedindo assim, que haja a
disseminacdo descontrolada de patdégenos exoéticos. A indastria leiteira, 0 sémen
criopreservado para fins de inseminacao artificial, subprodutos de aviarios, entre

outros, também séo beneficiados com a rapida andlise e resultados de agentes
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etioldgicos frequentes (SOUZA et al., 2018).

Atualmente, hd uma grande preocupacdo com o0 aumento dos niveis
mundiais de resisténcia a antimicrobianos derivada da prescricdo feita
inescrupulosamente e do uso indiscriminado desses medicamentos. Os ensaios
de PCR Multiplex permitem informacdes rapidas referentes aos alvos analisados e
possibilitam um correto tratamento dos animais acometidos, diminuindo o
surgimento de microorganismos resistentes aos medicamentos utilizados na
veterinaria (RADER et al., 2021).
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