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INTRODUGAO

Os carrapatos sdo artropodes ectoparasitas hematofagos que transmitem elevado
numero de agentes etiologicos relacionados a zoonoses, afetando a saude do homem,
bem como dos animais domésticos e silvestres. Depois dos dipteros, os carrapatos sao
considerados como o segundo grupo em importancia como vetores de doencas hu-
manas e os mais importantes vetores de patogenos causadores de doencas de animais
domésticos e silvestres (MASSARD; FONSECA, 2004; DE LA FUENTE et al., 2008;
ANDREOT I'let al,, 2011).

Certas caracteristicas conferem aos carrapatos extraordinaria capacidade de agirem
como vetores de doencas, tais como: sdo persistentes sugadores de sangue, com lento e
longo periodo de alimentacdo; apresentam grande espectro de hospedeiros, alta longe-
vidade, grande potencial reprodutivo, transmissao transestadial e transovariana, além
da alternativa nao-virémica por co-alimentagao (MASSARD; FONSECA, 2004).

No Brasil, alguns géneros da familia Ixodidae sdo vetores de importantes doencas de
interesse médico e veterinario. Dentre elas, destacam-se as riquetsioses e as arboviroses
por serem consideradas de ameagca global. Abordaremos neste capitulo protocolos para
o diagnostico de algumas doencas causadas por riquétsias e arbovirus, que sdo trans-
mitidas por carrapatos, com base na amplificacdo de RNA e DNA.

Asriquetsioses no Brasil

As riquetsioses constituem um grupo de doengas produzidas por bactérias Gram
Negativas e intracelulares obrigatérias do género Rickettsia. Varias espécies desse ge-
nero sdo relatadas como causadoras de doen¢as no homem e em outros hospedeiros
vertebrados.

A espécie Rickettsia rickettsii ¢ a que apresenta maior letalidade no mundo e ¢ a prin-
cipal causadora da febre maculosa. No Brasil, a febre maculosa brasileira (FMB) é uma
doenca reemergente e endeémica, com taxa de mortalidade entre 30%-50%.

No pais, o maior numero de notificacdes ocorre na regido Sudeste do Brasil, onde se
encontram os principais vetores e reservatorios, os carrapatos do Complexo Amblyomma
cajennense. Porém, outras espécies de carrapatos também tém sido associadas a trans-
missdo dessa bactéria, tais como, A. aureolatum, A. dubitatum e Rhipicephalus sanguineus
(SARAIVA et al., 2014; BRITES-NELO et al, 2013; SZABO et al,, 2013). O incremento
no numero de casos notificados, a expansao da drea potencial de transmissao e a eleva-
da taxa de mortalidade tem sido observados no pais desde 1980.

A infeccao é sazonal com a ocorréncia de maior numero de casos de febre maculosa
durante o periodo de junho a outubro, correspondendo ao aumento da atividade dos
carrapatos e, concomitantemente, ao maior contato do homem com estes artrépodes
(DEL FIOL et al., 2010).

A doenca pode gerar sintomas variaveis, podendo observar-se comprometimento
gastrointestinal, exantema, nausea, vomito, dor abdominal, diarreia, ictericia, mani-
festacoes renais, comprometimento pulmonar com outras complicacoes, manifestacoes
neuroldgicas, meningite e encefalite.

O diagnostico ¢ dificil, principalmente nos primeiros dias, quando as manifestacoes
clinicas podem sugerir outras doengas com sintomas similares, como: leptospirose,
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dengue, hepatite viral, encefalite, infeccoes respiratérias, entre outras. Com o surgi-
mento do exantema, o diagnostico diferencial deve ser feito para outras doencas exan-
tematicas (BRASIL, 2010).

Os testes de ELISA e de imunofluorescéncia indireta (1F1), utilizados no diagndstico
sorologico de riquetsioses, apresentam elevada sensibilidade e especificidade. O teste
ELISA ¢ mais sensivel do que o de IFl na deteccdo de baixos niveis de anticorpos pre-
sentes apos a vacinacao e durante a convalescéncia tardia. No entanto, o teste de [F] é
a técnica “padrao de ouro” na maioria dos laboratorios (especificamente na deteccao de
anticorpos 1gM) pelo fato de ser uma técnica mais economica e de simples realizacao
(LA SCOLA; RAOULL, 1997).

O diagnostico laboratorial também pode ser realizado através do isolamento do
agente etiol6gico, em ovos embrionados, em animais experimentais de laboratério e em
linhagens celulares, a partir de amostras de sangue, biopsia de pele, tecido de necropsia
e amostras de carrapatos (MELLES et al,, 1999). Considerando que as doencas produ-
zidas pelas riquétsias podem nio ser diferenciadas através das manifestacoes clinicas,
o isolamento do agente etiol6gico seguido pela caracterizacao molecular é de relevancia
na descoberta de novas cepas circulantes (LA SCOLA; RAOULL, 1997; CHOI et al.,
2005). A técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e as analises de sequéncias
de bases de fragmentos de genes do agente etiologico tém apresentado resultados efi-
cientes na deteccdo e caracterizagao das espécies de riquétsias.

As arboviroses no Brasil

Os arbovirus (Arthropod-borne viruses) sao virus mantidos na natureza median-
te transmissao biologica entre hospedeiros vertebrados susceptiveis (principalmente
mamiferos e aves) e artr6podes hematofagos (mosquitos e carrapatos) (FIGUEIREDO,
2007).

As arboviroses, ou doencas causadas pelos arbovirus, podem ocorrer de forma es-
poradica, epidémica ou endémica, adquirindo caracteristicas regionais definidas. Estao
frequentemente associadas a surtos em populacoes humanas e representam um proble-
ma de saude publica com impacto economico e social.

As arboviroses transmitidas por carrapatos podem ser produzidas por virus per-
tencentes as familias Bunyaviridae (géneros Bunyavirus, Nairovirus e Phlebovirus),
Flaviviridae, Asfarviridae, Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae e Reoviridae (LABUDA;
NUTTALL, 2004).

Dentre os arbovirus da familia Bunyaviridae, a maioria dos virus transmitidos por
carrapatos estdo dentro do genero Nairovirus. O virus da Febre Hemorragica da Criméia-
Congo é o de maior importancia médica dentro desse grupo. Essa doenca produz febre
hemorragica em humanos, com sintomas severos parecidos ao tifus e apresenta taxas de
mortalidade superiores a 50%. Esse virus circula em um ciclo enzoético carrapato-ver-
tebrado-carrapato. Apesar de ja ter sido isolado em pouco mais de trés dezenas de es-
pécies de carrapatos pertencentes a sete géneros diferentes da familia Ixodidae, aparen-
temente os vetores mais eficientes e comuns sao Hyalomma spp. (LABUDA; NUT TALL,
2004). O movimento dos animais de criacdo e a migragdo de aves tém um papel impor-
tante no transporte de carrapatos infectados (LANI et al., 2014).
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Dentre os flavivirus transmitidos por carrapatos o virus da encefalite do carrapato
(virus neurotrépico) endémico da Europa e nordeste da Asia ¢ o de maior importancia
epidemiologica. E mantido na natureza entre os carrapatos ixodideos e os mamiferos
silvestres hospedeiros e, eventualmente, as aves migratorias (SUSS, 2003; LANI et
al, 2014; DE LA FUENLE et al,, 2015). Os principais vetores sao as espécies Ixodes
ricinus, para o subtipo da Europa, e Ixodes persulcatus, para o subtipo da Sibéria (LAN1
etal, 2014).

Na familia Reoviridae, o virus da febre do carrapato de Colorado pertencente ao
género Coltivirus ¢ responsavel pela segunda mais importante infec¢io causada por
arbovirus no oeste do Canada e dos Estados Unidos — o virus do Oeste do Nilo esta
em primeiro lugar. O vetor principal é a espécie Dermacentor andersoni, embora tam-
bém tenha sido isolado em D. occidentalis, D. albipictus, D. parumapertus, Haemaphysalis
leporispalustris e em espécies de Otobius.

Os reservatorios vertebrados sdo os esquilos, os roedores silvestres e o porco-espi-
nho. O homem pode padecer da doenca quando picado pelo carrapato da espécie D.
andersoni infectado. Como resultado apresentara febre, calafrios, mal-estar, linfoadeno-
patia, dor de cabeca, conjuntivite, fotofobia, nausea, vomitos, astenia, mialgia, fraqueza
e, em alguns casos, desenvolve meningite (LANI et al,, 2014, RUSI, 2012; LABUDA;
NUILTALL, 2004).

A familia Asfarviridae possui um tnico género reconhecido, Asfivirus, cuja espécie-
tipo € o virus da febre suina africana. E o tnico arbovirus conhecido com genoma
DNA. Esse virus € transmitido por carrapatos do género Ornithodoros, mais especifica-
mente pelas espécies O. moubata, vetor em algumas regioes da Africa e sul do Saara, e
O. erraticus, no sudeste da Europa (LABUDA; NUTTALL, 2004).

Os principais hospedeiros sdo o javali, o porco do mato e o porco doméstico. A
transmissao entre porcos domésticos pode também ocorrer por contato direto ou ao in-
gerir carne ou alimentos contaminados. A doenca ¢ altamente contagiosa e afeta os sui-
nos de todas as idades. Os sintomas podem variar dependendo do tipo de manifestagcao
(hiperaguda, aguda, subaguda ou cronica). Na forma hiperaguda a taxa de mortalidade
pode alcancar 100% (LABUDA; NUTTALL, 2004).

No Brasil, houve um primeiro surto da doenca na localidade de Paracambi, no es-
tado de Rio de Janeiro, em 1978, Os animais se infectaram pela ingestdo de restos de
comida de avides procedentes de Portugal e da Espanha, paises nos quais a doenca
existia. A partir daquele momento, 223 novos focos foram relatados em todas as regioes
do pais (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul). Em 1981, o Brasil foi declarado
livre da doenca (IOKARNIA et al., 2004). Porém, existem no pais espécies de carrapato
do genero Ornithodoros (O. talaje, O. rostratus, O. brasiliensis, e O. nattereri) que, eventu-
almente, podem participar na transmissdo do virus da peste suina africana (LABUDA;
NUITALL, 2004).

O Thogotovirus, da familia Orthomyxoviridae, ¢ compreendido por seis virus trans-
mitidos por carrapatos: Araguari, Aransas Bay, Dhori, Jos, Thogoto e Upolu. No Quénia,
na Africa e na Sicilia (Italia) os Ihogotovirus tem sido isolados de Rhipicephalus spp.; na
Nigéria, de Amblyomma variegatum e, na Nigéria e Egito, de Hyalomma spp. (LABUDA;
NUITALL, 2004).
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O virus Aransas Bay € o unico que circula no continente americano, especificamente
nos kstados Unidos, e foi isolado em Ornithodoros spp. Em 2014 no estado de Kansas,
Estados Unidos, foi isolado um novo 1hogotovirus em paciente picado por carrapatos, que
faleceu apos apresentar febre, mal-estar, anorexia, dor de cabeca, vomito, diarreia, mial-
gia artralgia e rashmaculopapular nas regioes do abdome, peito e costas. O isolado foi
denominado virus Bourbon que apresentou proximidade filogenética com os virus Dhori
e Batken (subtipo do virus Dhoris) (KOSOY et al,, 2015; LABUDA; NU T TALL, 2004).

A familia Rhabdoviridae compreende seis géneros e pelo menos seis sorogrupos
ndo classificados em nenhum género. Muitos virus do género Vesiculovirus sao arbo-
virus, como ¢ o caso do virus Isfahan que ja foi isolado de flebotomineos e de carra-
patos da espécie Hyalomma asiaticum (em lurcomenistdo); assim como o virus Barur
do grupo Kern Canyon virus, isolado de Haemaphysalis intermedia (India, Quénia e
Somalia), e o virus Sawgrass do grupo Sawgrass virus, isolado de Dermacentor variabilis
e Haemaphysalis leporispalustris (Florida, U.S.A.). Até o momento, nao ha relato de do-
encas associadas a estes virus (LABUDA; NU T TALL, 2004).

No Brasil, a maioria das arboviroses que causam doen¢as em humanos pertence
as familias logaviridae (género Alphavirus), Flaviviridae e Bunyaviridae. A circulagdo
ocorre com participacdo de culicideos e de vertebrados, incluindo o homem. A trans-
missdo por carrapatos ndo tem sido relatada, porém, ha um relato de isolamento de um
Flavivirus em carrapatos do Complexo Amblyomma cajennense coletados em capivara
doente da regiao de Matdo, estado de Sao Paulo (FIGUEIREDO et al., 1999),

E importante ressaltar que as espécies de argasideos e de ixodideos, mencionadas
por Labuda; Nuttall (2004) como vetores de arbovirus em diferentes localidades do
mundo estdo presentes no Brasil. Considerando que no Brasil ha as caracteristicas am-
bientais favoraveis em grande parte do pais e, diversidade de hospedeiros vertebrados
disponiveis para os carrapatos, ¢ de grande importancia a realizacao de pesquisas que
avaliem a circulagdo destes agentes patégenos.

O isolamento viral em camundongos recém-nascidos, culturas celulares ou em mos-
quitos € 0o método comumente usado no diagnostico de arbovirus. Entretanto, os méto-
dos moleculares, especificamente baseados em R1-PCR e Nested-PCR, para a deteccdo
de genoma viral, tém assumido grande importancia nos ultimos anos (LA SCOLA et
al., 1097),

EXTRAGCAO DE ACIDOS NUCLEICOS DE AGENTES PATOGENOS EM
AMOSTRAS DE CARRAPATOS

Os carrapatos coletados no campo devem ser previamente identificados e armazena-
dos em alcool 70% em temperatura ambiente ou a -80°C no freezer, até o processamento.

Com auxilio de um pistilo, cada carrapato ¢ macerado dentro de um microtubo de
1500 pL, parcialmente em gelo, contendo 100 uLde 1E (lris-HClL 10 mM, EDTA 1mM,
pH 74)e 1 pL de Proteinase K (20 unidades/mg).

Extracao de DNA

A extracdo do DNA inclui duas etapas:
1. A lise das c¢lulas, liberando as moléculas em uma fase aquosa que é separada dos
restos celulares por centrifugacao.
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. A purificacao do DNA, separando-o de outras macromoléculas, tais como proteinas

e RNA, utilizando solventes organicos (fenol, cloroférmio). O DNA, que permanece
na fase aquosa, ¢ precipitado com etanol e, posteriormente, purificado e suspendido
em um buffer adequado.

Na sequéncia, mencionaremos alguns dos procedimentos utilizados para extragao

de DNA em carrapatos:

A.

Utilizacao de kits comerciais

A extracao do DNA das riquétsias pode ser feita utilizando os kits comerciais dis-

poniveis, como o DNAzol da Invitrogen ou o DNA easy blood and lissue da Qiagen,

entre outros, seguindo o protocolo do fabricante.

Utilizando protocolo de lise com isotiocianato de guanidina (G1) e fenol (SAN-

GIONI et al., 2005)

¢ Preparar a solucao de isotiocianato de guanidina (G1), misturando: 5 mL de Iris-
HCl 1 M, 10 mL de EDI'A 0,5 M, 60 mg de isotiocianato de guanidina, 100 mL
de agua miliQ.

¢ Misturar partes iguais da solucao G1 e de fenol, um dia antes de realizar o pro-
cedimento, e incubar a 4°C, overnigth.

¢« Acrescentar um volume de 450pL da solucdo G l+fenol gelada em cada amostra
macerada e incubar em banho de gelo por 10 minutos, agitando em vortex por
10 segundos cada 2 minutos.

¢« Adicionar 100 pL de cloroformio, homogeneizando a amostra em vortex por 10
minutos e incubando-a em gelo por mais 2 minutos.

« Colocar os tubos em centrifugacdo a 12.000 x g por 5 minutos a 4°C.

¢« lransferir a fase aquosa para outro microtubo e adicionar 600 pL de isopropanol,
homogeneizando por inversio manual dos tubos, 10 vezes e, incubando a -20°C
overnigth.

« Centrifugar, ap6s o periodo de incubacdo, a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C.

¢ Descartar o sobrenadante e adicionar 800 pL de etanol 70%, em seguida, centri-
fugara 12.000 x g por 15 minutos a 4°C.

¢ Secar o precipitado em termobloco a 37°C por 1 hora ou a 56°C por 15 minutos.
Ressuspender o sedimento em 50 pL de dgua ultrapura estéril e reidratar o DNA
obtido em termobloco a 56°C por 15 minutos.

¢ Quantificar as amostras por espectrofotometria (no comprimento de onda de
260 nm) e, finalmente armazenar em freezer a -20°C.

Extracao de RNA em Trizol (Invitrogen, UK)

Macerar as amostras de carrapatos com pistilo, utilizando a solucao 1E + Proteinase
K, da mesma forma que foi descrito para a extracao de DNA.

Acrescentar, apds o macerado da amostra, 600 pL de ltizol e incubar na temperatu-
ra ambiente por 5 min.

Adicionar um volume de 200 pL de clorof6rmio na homogeneizacio, e agitar com
as maos de forma vigorosa por 15 segundos. Em seguida, incubar por 2-3 minutos a
temperatura ambiente.
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¢« Centrifugar os tubos contendo as amostras a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. A
mistura gera trés fases: a basal vermelha fenol-cloroférmio, a interfase e a superior,
aquosa. O RNA se encontrara na fase aquosa.

¢« lransferir a fase aquosa para outro microtubo, inclinando o microtubo 45° e pipetan-
do cuidadosamente e evitando entrar em contato com a fase organica (basal/interfase).

¢« Adicionar 0,5 mL de isopropanol 100% a fase aquosa coletada, e incubar em tempe-
ratura ambiente por 10 minutos.

¢« Centrifugar novamente, a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C, sendo possivel observar
um pellet gelatinoso.

¢ Remover o sobrenadante, e lavar o pellet com 1 mL de etanol 75%. Armazenar o tubo
4 -20°C overnight.

¢« Agitar no vortex brevemente e centrifugara 7500 x g por 5 minutos a 4°C. Descartar
o liquido e secar o pellet a temperatura ambiente por 5-10 minutos. Nao secar total-
mente a amostra porque o pellet pode perder a solubilidade.

¢ Ressuspender o RNA em dgua livre de RNAse, ou solucao de SDS 0,5%, ou DEPC,
pipetando varias vezes até dissolver bem.Incubar em banho Maria ou termobloco a
55-60°C por 10-15 minutos, ou a 37°C por 30 minutos.

« Quantificar por espectrofotometria (no comprimento de onda de 260 nm) e arma-
zenar a -80°C.

PROTOCOLOS DE AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DE FRAGMENTOS
DE GENES PARA DETECCAO E IDENTIFICACAO DE RIQUETSIAS E
ARBOVIRUS

A PCR e a transcriptase reversa seguida da PCR (R1-PCR), sdo técnicas em biologia
molecular que permitem amplificar poucas copias de um fragmento de acido nucleico
(0 DNA ¢é o molde no caso da PCR e, 0 RNA no caso da R1-PCR) para obter numerosas
(milhares) de copias desses fragmentos.

A técnica de sequenciamento permite conhecer a ordem das bases nucleotidicas
contidas nos produtos obtidos da PCR e da R1-PCR. Posteriormente, usando softwares
especializados (BLAS1, CLUSIAL, entre outros) ¢ possivel analisar tais sequéncias e
compara-las com outras disponiveis nas bases de dados (GenBank, entre outras), para
assim verificar a identidade da sequéncia alvo.

Deteccao de Rickettsia sp. utilizando a técnica da PCR

¢ lestar as amostras de carrapatos homogeneizadas com os primers
CS-78F(5'-GCAAGIAICGGIGAGGAIGIAAL-3)eCS323R(5-GC I ICCITAAAA-
T1CAATAAAICAGGAL-3) que amplificam um fragmento de 401pb do gene que
codifica a citrato sintase (gltA), sequéncia conservada em Rickettsia sp. (LABRUNA
etal., 2004), e os primers 17KDF (5-GGAACCAGGCGG IAIGAATAA-3) e 17KDR
(SACI'IGCCATAGICCGICAGG-3) que amplificam um fragmento de 407 pb do
gene género especifico htrA.

¢« Realizar a PCR, ja padronizada, em um volume final de reacdo de 25 pL, contendo
2,5 pL de tampao de PCR (200 mM lris-HCl, 500 mM KCI, pH 84), 0,75 pL de
MgCl, 50 mM (1,5mM), 0,5 pL de dN'TP 10 mM (0,2 mM), 0,5 uL de cada primer a
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10 pM (0,2 uM), 0,2 pL de DNA polimerase 5 U puL! (1 U), 19,05 uL de aguae 1 pL
de DNA (aproximadamente 200 ng).

¢ As temperaturas recomendadas, para a amplificacdo de ambos os fragmentos (gltA e
htrA) sdo as seguintes: aquecimento inicial por 5 minutos a 95°C para desnaturar o
DNA molde e ativar a polimerase, 40 ciclos de 95°C por 20 segundos, 55°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos, e uma extensao final a 72°C por 7 minutos.

¢ Avaliar as amostras que resultem positivas com primers que amplificam frag-
mentos dos genes que codificam proteinas externas de membrana das riquétsias,
ompA (fragmento de 631 pb) [Rr190.70p- 5-AIGGCGAATATTICICCAAAA-3
e Rrl90.602n- 5-AGIGCAGCAI'ICGCICCCCCI-3], e ompB (fragmen-
to de 862 pb) (B3-190.59- 5CCGCAGGGIIGGIAACIGC3 e B4-190.807-
5-CCITITTAGAT TACCGCCIAA-3) (LABRUNA et al., 2004).

¢« No caso dos primers que amplificam a sequéncia do gene ompA, realizar a PCR em
um volume final de 25 pL, contendo 2,5 pL de tampao de PCR (200 mM 1ris-HCl,
500 mM KCI, pH 84), 0,75 pL de MgCl, 50 mM, 0,5 uL de dNTP 10 mM, 0,5 pL de
cada primer a 10 pM, 0,2 pL de DNA polimerase 5U pL", 19,05 puL de aguae 1 uL
da amostra de DNA. As temperaturas recomendadas na termociclagem sio: aqueci-
mento inicial a 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por
30 segundos e 72°C por 30 segundos, e uma extensao final a 72°C por 7 minutos
(LABRUNA et al., 2004).

¢ Preparar para a amplificacao da sequéncia do gene ompB uma reagdo com volume
final de 50pL, contendo 25 pmol de cada primer, 200 utM de dN1 P, 1U de Elongase
(Gibco), 2 puL do tampao A e 8 pL do tampao B.

¢ As temperaturas recomendadas sao: 95°C por 3 minutos, seguido por 40 ciclos de
95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 68°C por 1 minuto. Extensao final
a 68°C por 1 minuto 30 segundos (ROUX; RAOULL, 2000).

¢ Analisar, posteriormente, um volume de 15 pL dos produtos das PCRs em eletrofo-
rese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio (0,5 pg/ mL) e fotodocu-
mentar em transluminador com luz ultra-violeta.

Deteccao de arbovirus utilizando a técnica da RT-PCR

Inicialmente, recomenda-se realizar as R1-PCRs utilizando primers especificos
para género, para posteriormente realizar a identificacao do agente etiologico usan-
do os primers espécie-especificas. Os primers género-especificos saio mencionados a
seguir:

« Alphavirus (M2W-F 5-YAG-AGC-D11-1 I C-GCA-YS1-RGC-HW-3"; M3W-R 5’-ACA-
IRA-ANK-GNG-ING-1RI-CRA-ANC-CDA-YCC-3) que produzira fragmentos de
434 pb da proteina nao estrutural 1 (PFEFFER et al., 1997).

¢ Havivirus (FUIRC- 5-TAC-AAC-A1G-AlG-GGA-AAG-AGA-GAG-AA-3;  FGI
5-1CA-AGG-AAC-1CC-ACA-CAI-GAG-AIG-1AC1-3; FG2 5-1GL-ALIG-CIG-
A1G-ACA-CAG-CAG-GAI-GGG-ACA-C-3) que gerara fragmentos de 958 pb do
gene NS5 (CHANG et al, 1994; KUNO et al., 1998; FULOP et al., 1993).

« Bunyavirus (BUN-S 5-AGl-AGI-GIG-CIC-CAC3; BUN-C 5-AGI-AGL-AlA-
CIC-CAC3; BS-S 5-GIG-GGG-1CC-AAL-1'1G-C3; BS-C 5-1GA-ACC-C1A-
IGC-A1C-1-3)) que gerara fragmentos com mais de 700 pb (MORELLI et al., 2002).
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Deteccao de Alphavirus utilizando a reacao de seminested-RT-PCR
(PFEFFER et al., 1997)

Realizar a reacdao de R1-PCR em microtubo de 0,2 pL contendo: 1 pmol de cada
primer M2W e cM3W, 5 pL de RNA molde, 10 mM de KCI, 10 mM de (NH4)2SO4,
20 mM de Iris-HCI pH 8,8, 2 mM de MgSO,, 0,1% (v/v) de Iriton X-100, 1 ug de
albumina de soro bovino, 200 pumol de dN'1P, 20 U de inibidor de RNase, 50 mM
ditiotreitol, 1,25 U de laq polimerase, 2,5 U de laqkxtender PCR additive y 1,8 U de
transcriptase reversa, em 100 pL de volume total.

Executar a reacdo de R1 a 50°C por 45 minutos seguidos por incubacao a 94°C por
2 minutos, 50°C por 4 minutos e 72°C por 4 minutos.

Realizar a PCR em 35 ciclos de incubagao a 94°C por 20 segundos, 50°C por 30 se-
gundos e 72°C por 60 segundos. A elongacio final deve realizar-se por 10 minutos
para garantir a completa extensao dos produtos amplificados.

Analisar a amplificacao realizando eletroforese em gel de agarose (2%) e visualizar
as bandas em transiluminador UV.

Deteccao de Bunyavirus utilizando a reacao de RT-Nested-PCR
(MORELI et al., 2001)

Preparar uma mistura de 45 pL para a realizacao dareacao R1: 5 pL de RNA molde,
0,05 mM de dN'T'Ps, 4,5 pL do tampao (10 mM de lris, pH 8,9, 1,5 mM MgCL,, 80
mM KCl e 0,3 M do primer BUN-C).

Cobrir a mistura com 2 gotas de 6leo mineral e aquecer a 95°C por 3 minutos, para
alinhar o RNA. Colocar no gelo por 5 minutos.

Ap6s reducdo da temperatura, adicionar 10 U de inibidor de RNase e incubar por 1
hora a 37°C.

Para a reacdo de PCR, adicionar no microtubo 1 U de laq polimerase, 0,3 uM dos
primers (BUN-S e BUN-C) e, 0,5 uL do tampao mencionado previamente. Adicionar
agua tratada com DEPC até completar 50 pL.

Para a reacdo de nested-PCR, adicionar 1 pL do produto obtido na R1-PCR, 1 U da
laq polimerase, 0,5 pL do tampao mencionado previamente, 0.3 uM dos primers
BS. Adicionar agua tratada com DEPC até completar 50 pL.

Observar e analisar os produtos amplificados em transiluminador UV, ap6s realizar
eletroforese em gel de agarose 1,5%.

RT-PCR para a deteccao de Flavivirus (BALEOTTI et al., 2003)

Realizar a reacdo de Rl em volume total de 12 pL. Adicionar na mistura ~1,5 pg
de RNA molde, 0,5 pL (100 U) de transcriptase reversa, 1 pL (36 U) de inibidor de
RNase, 1 pL. (100 mM) do primer reverso (FUIRC), 1 pL (0,1 mM) de cada dN 1 Ps, 4
pL de 5X tampao (250 mM lris pH 8,3, 15 mM MgCl,, 375 mM KCI, 50 mM D11).
Incubar a mistura a 37°C por 1 hora.

Realizar a reacdo de PCR em volume de 50 pL, contendo: 3,5 ul. da mistura R1, 1,25
pL (1 U) de laq polimerase, 1 uL (0,1 mM) de cada AN'TP, 1 puL (100 mM) do pri-
mer forward (FG1), 1 pL (100 mM) do primer reverso (FUIRC), 5 pl de 10X tampao
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[(11is-HCI 75 mM pH 9,0, MgCI2 2 mM, (NH4 ),SO, 20 mM)] e 37,5 pL de agua
tratada com DEPC.

Realizar a amplificacdo nas seguintes temperaturas: 25 ciclos de, 94°C por 1 minuto,
45°C por 3 minutos e 72°C por 1 minuto.

Reacdo Duplex-RT-PCR para Alphavirus e Flavivirus
(BRONZONI et al., 2005)

A mistura para a reacao R1 deve conter: 8 uL. de RNA molde, 4 pL do tampao (250
mM Iris-HCI [pH 8,3], 375 mM KCl, 15 mM MgCL,) 1,5 uL de ditiotreitol (0,1M),
1 pL de cada primer reverso cM3W e FG2 (100 e 15 pM, respectivamente), 1 pL
de dN'1Ps (250 pM cada um), 20 U de inibidor de RNase, 200 U da transcriptase
reverse, agua até completar 20 pL.

Incubar a mistura a 42°C por 50 min e a 95°C por 5 min para inativar a enzima
transcriptase reverse.

A mistura para a reagao de PCR deve conter: 8 pL. de cDNA, 5 pL de tampao 10 X
PCR (200 mM 1tis-HCl [pH 8,4], 500 mM KCI), 2 pL de MgCl, (50 mM), 1 uL da
mistura dN'1P (200 pmol) 1 pL dos primers forward M2W e FG1 (50 e 15 uM, res-
pectivamente), 1 U da laq DNA Polimerase, agua até completar 50 pL.

Realizar a amplificacao da seguinte forma: 94°C por 2 min, 30 ciclos de 94°C por
1 min, 53°C por 1 min e 72°C por 1 min, extensao final a 72°C por 5 min, manter
a4°C.

Analisar os produtos da PCR por eletroforese em gel de agarose 2% e visualizar em
transiluminador UV.

Para a identificacdo especifica de Flavivirus e Alphavirus, realizar a reacao de Nested-
PCR utilizando os primers internos para cada espécie (labelas 3.1 e 3.2).

A mistura de nested-PCR deve conter: 1 uL do produto amplificado na primeira
PCR, 5 pL de tampao 10X PCR 200 mM T1ris-HCl [pH 8.4], 500 mMKCI), 2 pL de
MgCl, (50 mM), 1 uL da mistura dNTP (200 pM cada um), uL.laq polimerase.

No caso da nested-PCR para Alphavirus, adicionar 1 pL de primer reverse género
especifico cM3W na concentracdo de 100 pM, 1 pL do primer forward espécie es-
pecifico MEEE, nVEE, nWEE, nMAY, nAURA, na concentracdo 50 pM).

TABELA 3.1. Primers especificos para Alphavirus (PFEFFER et al., 1997)

TAMANHO DO
ALPHAVIRUS PRIMER FRAGMENTO
Encefalite equina venezuelana NVEE (+) ACG-GAG-GTA-GAC-CCA-TCC-GA 400 pb
Encefalite equina do Leste NEEE (+)CCA-CGG-TAC-CGT-TGC-C 124 pb
Encefalite equina do Oeste NWEE (+) GGC-GGC-AGA-CCT-GCT-GGA-A 208 pb
Aura NAURA (+) TCA-ATG-CAC-CTT-CGA-CCA 86 pb

Mayaro NMAY (+) GGA-AGT-TGG-CCA-AGG-C
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TABELA 3.2. Primers especificos para Flavivirus (BRONZONI et al., 2005)

TAMANHO DO
FLAVIVIRUS PRIMER FRAGMENTO
Febre Amarela NYF (-) TCA-GAA-GAC-CAA-GAG-GTC-ATG-T 253 pb
Sant Louis NSLE (-) ATT-CTT-CTC-TCA-ATC-TCC-GT 232 pb
llhéus niLH (-) TCC-ACC-GCT-GAT-CTG-AGC-CCG-TGA 474 pb

Rocio nROC (-) TCA-CTC-TTC-AGC-CTT-TCG

* Na reacdo nested-PCR para Flavivirus, adicionar 1 puL do primer FGI (15 pM) e
1 pL do primer reverse espécie especifico (nYF, nSLE, nlLH, nROC, na concentragao
15 uM).

« Agua até completar 50 pL.

Deteccao de Bunyavirus usando RT-PCR segundo Zhang et al. (2011)

« A reacdo pode ser realizada usando o kit Quant OneStep R1-PCR (liangenBiotech)
e os primersStest-F1, 5-A1G-1CA-GAG-1GG-1CC-AGG-A1'13" e Stest-R1,
5-AAG-GA1-1C-CC1-1GG-CCI-1CA3". Os componentes da reacao Mix sio: 10
pL de tampao 5X OneStep R1-PCR, 4pL da enzima OneStep mix, 2 puL do primer
Stest-F1 (10 pM), 2 pL do primer Stest-R1 (10 pM), 5 puL do molde de RNA, e agua
destilada livre de RNase para um volume total volume de 50 ul. A amplificacao sera
realizada incubando os tubos a 50°C por 30 min, aquecendo a 95°C por 15 min
e realizando 35 ciclos a 94°C por 30 seg, 54°C por 30 seg, 72°C por 40 seg, com
extensdo final a 72°C por 10 min. Analisar os produtos da R1-PCR por eletroforese
em gel de agarose 2%.

Deteccao de Alphavirus e Flavivirus usando o protocolo da Promega,
Access RT-PCR System (https://www.promega.com.br/resources/protocols/
technical-bulletins/0/access-rtpcr-system-protocol/).

¢ Em um microtubo de 0,5 mL adicione os seguintes reagentes: 10 pL lampao da
reacao AMV/11l 5X [250 mM lris-HCI (pH 8.3), 250 mM KCl, 50 mM MgCl,, 2,5
mM espermidina e 50 mM D1'l] na concentracdo final 1X, 1 pL da mistura de
dN'1Ps, 10 mM cada dN'IP, 2 uL de MgSO,, 25 mM (concentracao final 1 mM), 50
pmol de cada primer, forward e reverse 50 pmol (concentracao final 1 uM), 1 pL de
Iranscriptase Reversa AMYV, 5U/uL (concentracdo final 0,1U/pL), 1 pL de 1fl DNA
Polimerase, 5u/pL (concentracao final 0,1 u/pL), amostra de RNA (concentracdo
final 10°-10° copias), agua livre de nucleasses, para volume final de 50 pL.

¢« As temperaturas da termociclagem recomendadas pelo kit sdo as seguintes: Para a
R, 1 ciclo de 45°C por 45 min (retrotranscri¢ao), 1 ciclo de 94°C por 2 min (inati-
vacdo da R1 e RNA/cDNA/denaturacdo do primer. Para a PCR, 40 ciclos de: 94°C
por 30 seg (denaturacao), 60°C por 1 min (anelamento), 68°C por 2 min (extensao),
68°C por 7 min (extensao final).
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Sequenciamento dos produtos amplificados

Purificar as amostras que resultem positivas na amplificacao com os genes ompA
e ompB, utilizando o kit Purelink™ (Invitrogen), seguindo as recomendacoes do
fabricante.

Inserir o produto de DNA amplificado e purificado no vetor pGEM-1 Easy (Promega,
Madison, EUA), conforme protocolo do fabricante: misturar 5 pL de 2X Rapid
Ligation Buffer (Promega, Madison, EUA), 14 DNA ligase, 1 pL pGEM-1 Easy (50
ng), 3 uL do produto purificado da PCR, 1 pL 14 DNA ligase, e incubar a reagao
overnight a 24,6°C.

Iransformar por choque térmico em Escherichia coli quimicamente competentes da
linhagem 10P 10F.

Expandir as colonias positivas em meio LB liquido e extrair os plasmideos recombi-
nantes utilizando o QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen®), de acordo com o proto-
colo do fabricante.

Para confirmacio do tamanho do inserto das colonias recombinantes recomenda-
se realizar uma PCR utilizando-se o par de primers que amplifica o fragmento de
interesse.

Realizar uma eletroforese em gel de agarose a 1,5% corados com brometo de etideo
com 10 pL dos produtos da PCR e examinar em luz UV.

Utilizar os clones dos genes, obtidos a partir da clonagem das amostras, para
sequenciamento.

Submeter as sequéncias obtidas ao programa BLAS| do GeneBank para determinar
similaridades com outras espécies.

PROTOCOLO RECOMENDADO PELA WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL
HEALTH (OIE) PARA A DETECGCAO DO VIRUS DA PESTE SUINA AFRICANA
(AGUERO et al., 2003)

Preparar a amostra segundo usando o kit High Pure PCR lemplate Preparation, que
permite avaliar virus RNA e DNA.

Preparar um homogeneizado 1/10 do material (carrapato) em PBS, centrifugar a
12.000 g X 5 minutos. Extrair o acido nucléico do sobrenadante.

Preparar as solugoes da seguinte forma:

Dissolver a proteinase k em 4,5 mL de agua estéril e aliquotar em tubos de 500 pL.
Armazenar a -20°C.

Preparar o tampao de remocao de inibidores adicionando 20 mL de etanol absoluto
ao tubo original.

Preparar o tampao de lavado adicionando 80 mL de etanol absoluto ao tubo original.
Pipetar 200 pL da amostra em tubo de 1,5 mL. Adicionar 200 pL do tampao de
unido e 40 pL da proteinase K. Misturar imediatamente. Incubar por 10 minutos
a72°C.

Centrifugar rapidamente para retirar as gotas que ficaram na tampa do tubo.
Adicionar 100 pL de isopropanol.

Colocar o tubo de filtrado em um tubo coletor e pipetar a amostra no reservatorio.
Centrifugar por 1 minuto a 8.000 x g
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¢ Descartar o tubo coletor e colocar o tubo de filtrado em novo microtubo de 1,5 mL.

¢ Para eluir o acido nucléico, adicionar 50 pL de agua estéril pré-aquecida (70°C) no
reservatorio. Centrifugar por 1 minuto a 8000 x g e armazenar a -20°C até seu uso.

¢ Preparar a mistura paraa PCR com: 2,5 uL de 10 X PCR tampao 11 10 mM 1ris-HCl,
pH 8,3, 50 mM KCI), 2,0 pL de MgCI2 25 mM), 0,5 pL de dN'1P (10 mM), 0,25 uL
de cada primer (na concentracao 20 pmol/pL) [forward PPA-1 (5-AG1-1A1-GGG-
AAA-CCC-GAC-CC-3), 0,25 pL do primer reverso (5-CCC-1GA-A1C-GGA-GCA-
1CC-1-3Y)], 0,125 pL de laq Gold DNA polimerase (5 U/pL).

¢ Adicionar 23 L da reacao de mistura de PCR e 2 pL da amostra em tubo de PCR de
0,2 mL.

« Correr no termociclador seguindo o seguinte programa: 1 ciclo a 95°C por 10 minu-
tos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 30 segun-
dos. Finalizar com 1 ciclo a 72°C por 7 minutos.

* No final do programa, remover os tubos do termociclador e adicionar 2,5 pL do 10
x tampao de corrida em cada tubo (0,2% xileno cianol, 0,2% azul bromofenol, 30%
glicerol).

¢« Analisar as amostras em gel de agarose 2%, voltagem 150-200 volts por 30 minutos
(utilizar tampao TAE 50X).
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