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Diagnostico de Zika virus.
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A Epidemia de Zika no Mundo.

O caminho para as Américas

0 virus Zika possivelmente j4 havia migrado em dois momentos distintos para o oeste da Africa e uma vez
para a Asia antes de ser identificado em 1947 em um macaco sentinela em uma floresta de Uganda
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Paises com evidéncia passada ou até marco de 2106 com
transmissao do Zika virus.
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Paises com transmissao de Zika virus por picada de mosquito.
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Este mapa nao inclue Paises ou territérios que tenham reportado somente casos associados a viajantes e também néo
incluem paises ou territdrios com transmissdo passada de ZIKV.




Mosquito Transmissor da Zika: Aedes aegypti e Aedes albopictus




Infeccao por Zika virus

* Exantema “Rash”

19 photos: Zika viru
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Doencas Causadas pelo Aedes no Brasil

Variacoes sutis

Alguns sinais clinicos ajudam a distinguir a infeccdo causada pelo Zika de dengue e chikungunya

Sintomas

Febre

Manchas vermelhas
na pele (exantema)

Dor nos masculos

Dor nas articulacoes
Inchaco nas articulacdes
Conjuntivite

Cefaleia

Coceira
Hipertrofia dos géanglios
Tendéncia a sangramento

Acometimento
neurolégico

DENGUE

Superior a 38°C por 4 a 7 dias

Surgem a partir do quarto dia
em 30%a 50%dos casos

Muito frequente

Pouco frequente e leve
Raro

Rara

Muito frequente
e muito intensa

Leve
Leve
Moderada

Raro

ZIKA

Ausente ou até 38°C
por1a 2dias

Surgem no primeiro ou sequndo
dia em mais de 90% dos casos

Frequente

Frequente e de leve a moderada
Frequente e leve

Ocorre em 50%a 90%dos casos

Frequente e de intensidade
moderada

Moderada a intensa
Intensa
Ausente

Mais frequente do que
em degue e chikungunya

FONTE CARLOS BRITO/UFPE - IN PROTOCOLO DE VIGILANCIA E RESPOSTA A OCORRENCIA DE MICROCEFALIA RELACIONADA A INFECCAOD PELO VIRUS ZIKA, 2015
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CHIKUNGUNYA

Superior a 38°C por 2 a 3 dias

Surgem entre o segundo e o
quinto dia em 50% dos casos

Pouco frequente

Muito frequente e de moderada a intensa
Frequente e de moderado a intenso
Ocorre em 30%dos casos

Frequente e de intensidade moderada

Leve
Moderada
Leve

Raro (ocorre principalmente
em recém-nascidos)

fechar



 Microcefalia notificados no Brasil suspeita de Zika: 3.680 casos
 Microcefalia confirmado por Teste Laboratorial para Zika : 464 casos

19 photos: Zika virus outbreak

Alice Vitoria Gomes Bezerra, a 3-month-old baby with microcephaly, is placed in her crib by her father

Wednesday, January 27, in Recife.



Diagnostico de Zika Virus: O gque
desejamos e 0 que temos.
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E 0 que o Brasil esta Fazendo?
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O BRASIL ESTA DANDO EXEMPLO PARA O MUNDO
* Brasil esta Lutando contra a Epidemia de Zika
 Controle de Vetores : Matando Mosquito

A | :
3 |
ame |y

| :




Larvas de Aedes aegypti em Agua Represada
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19 photos: Zika virus outbreak

The larvae of Aedes aegypti mosquitoes are photographed in a lab in Cali, Colombia, on January 25. Scientists
are studying the mosquitoes to control their reproduction and resistance to insecticides.
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Larva de Aedes aegypti em Caixa de Agua
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19 photos: Zika virus outbreak

A Brazilian soldier inspects a home in Recife on Monday, January 25, while canvassing the neighborhood and

attempting to eradicate the larvae of mosquitoes linked to the virus.



Pesquisa sobre casos de Microcefalia na FIOCRUZ de Recife |
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19 photos: Zika virus outbreak

Dr. Angela Rocha shows brain scans of a baby born with microcephaly at the Oswaldo Cruz Hospital in Recife on

Thursday, January 28.



Pesquisas no Combate ao Aedes aegypti no ICB da USP
em Sao Paulo.

19 photos: Zika virus outbreak

Aedes aegypti mosquitos are seen at the University of Sao Paulo on January 8. Researchers from the Pasteur



Desenvolvimento de Novos Métodos
de Diagnostico no ICB - USP

1. Deteccéo do Virus em Pacientes — Sintomaticos
* Teste de PCR em tempo Real.
« Cultura de Célula de material Clinico.

« Imunofluoresceéncia (IF) de material clinico e cultura de célula.
» Microscopia Eletronica de material clinico

1. Exame sorologico — Pacientes sintomaticos e assintomaticos.
 1gG
Teste de ELISA e teste de IF gl
Bio
 IgM
Teste de ELISA e teste de IF. |

ed

Genetics
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D ViralZone 2011
Inste et Bontoman=T=3-like organization

of surface dimers
n-structural

IAJE'UIR

IQI IQDI
NS2A NS3 NS4B NS5

N52B NS4A

Primer utilizado: Lanciotte et al., 2008.

Desafios:

1. Amostra a ser testada: Urina, Saliva, soro e semen. B
2. Tipo de extracéo: Coluna, Trizol ou Silica magnética
3. Quantidade de amostra: +/- Inibicdo de gPCR
4. Quantificacdo em nameros de copias:

» Plasmideo proibido em lab. de diagndstico.

Resultado: 400ul de urina, soro e saliva
100ul de semen
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Deteccao do Virus em Pacientes — Sintométicos\“

@ COMPARISON OF CYTOPATHIC EFFECT OF ZIKA VIRUS INFECTION IN C6/36 AND VERO CELL LINES BY QUANTITATIVE REVERSE TRANSCRIPTION-PCR, és

PLAQUE TITRATION AND INDIRECT IMMUNOFLUDRESCENCE ASSAY
E. A Mendes', D. B Araujo’, 5. R. Melo', C. T. Branconi’, . 5. Mesquita', P. Zanctto', V. Botosso®, 5. R. Favoretto’, E. L. Durigon’, D. B. L. Oliveira’

‘Department of Microbiology, Institute of Biomedical Sclence, University of 540 Paulo, Brazil; *Scientific Development Divisien, Virology Branch, Institute Butantan, So Paule, 59, Brazil, ICBLISP
nibababty % SRR 900 BTSRRI [ 5
1. O material Bioldgico contém virus S 3““ E i 2Ly ? H72 s
infectante? 3 & Bf (o v ,,g
2. Quanto de material se deve inocular? Rt ; ’j’
3. Como saber se houve replicacdo? e R gi" “ “‘?f
ECP? Ct? ou ambos? ‘*’& e g :%“3‘; R L B

4. Qual a melhor célula e o melhor fluido
corporeo?

Resultado:
1. Manutencéao celular: L15 + ANE (1%),

PVNa (1%), SFB (10 ou 5%) z
C6/36 Cell Titer Cycle Threshold
subculture (PFU/ml) (RT-gPCR)
2. Infeccao viral: T 6x10° 17.26
« L15 puro e Adsorgado de 1h - s o . )
: omparacao
« L15 + ANE (0,5%), PvNa (0,5%), BREEEL Titer Cycle Threshold [ t'tpl s
- subculture (PFU/ml) (RT-gPCR) a titulacao
SFB (2%) por 12 dias. da amostra
™ 9,5x10* 20 crescida em
T2 3x10° 19.89 C636 e

T3 2x10* 14.17 VeroE®b.




Deteccéo do Virus em Pacientes — Sintomaticos
Imunofluorescéncia (IF) de material clinico e cultura de célula.

Co-focal
White light DAPI ZIKA + FITC Merged

ZIKV 17

C White light Zika + FITC Merged

VERO Cell — Control — VERO Cell — Infected
200 ym with ZIKV — 200 um
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Deteccao do Virus em Pacientes — Sintomaticos
Microscopia Eletronica de material clinico
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Desenvolvimento de teste sorologico baseado na
proteina NS1

N-Terminal

Imunidade cruzada =
na estrutura conservada
do dominio

ZIKV.
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Figure S5. Structural alignment of the ZIKV and DENV NS1 protein models and solvent accessible
area surface comparison (SASA). A) DENV reference sequences (GenBank accession numbers:
AGN94879, AGN94890, ABV03585 and AFX65881), and ZIKV strains from Senegal and French
(GenBank accession numbers: AEN75266.1 and AHZ13508) structural alignment. DENV 1 NS1 model
was color-coded in green, DENV 2 NS1 model in cyan, DENV 3 NS1 model in magenta, DENV 4 NS1
model in gray. ZIKV NS1 model from Senegal was color-coded in red and ZIKV NS1 model from the
French Polynesia was color-coded in blue. b) Reference sequences used for homology modeling generated
coordinate PDB files that were evaluated for SASA at the GETAREA website.
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Zika Virus NS1 ELISA

Luis Carlos Ferreira Team: Rubens, Robert, Lennon

SO OT DS

- Cor do Substrato

Conjugado anti-Human IgG or IgM

Sero do paciente (IgG or IgM)

Solid-phase




ELISA em soro de camundongo usando a proteina recombinante
NS1-ZIKV.

Mouse samples

1 NS1T DENV
Hl NS1ZIKV

Serum IlgG Specific Titer
o
2,

0 - L - — . .
DENV Serum YFV Serum  CHIV Serum ZIKV Serum

Figura 1. Validacdo do reconhecimento especifico da proteina NS1 de ZIKV. Para tal
objetivo foram realizados ensaios ELISAS com diferentes soros de camundongos,
especificos para um unico arbovirus (DENV, YFV, CHIV, ZIKV), contra as proteinas N51 de
DENV2-NGC e N51 de ZIKV. Pode-se observar no grafico (com escala em log), que nao

houve reconhecimento cruzado significativo entre os soros em relacao a proteina NS1.



Amostra de soro Humano testado por ELISA com a proteina

recombinante NS1-ZIKV.
Human samples
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Figura 3. Utilizacdo do Cut Off de ZIKV para diferenciacdo de amostras IgG anti-ZIKV
positivas. Para tal objetivo ensaios de ELISA foram realizados com diferentes amostras
de soro humano, positivos ou negativos para DENV2. Como antigenos de fase sdlida, para
este ensaio, foram empregadas as proteinas NS1-DENV2-NGC e NS1-ZIKV. Como é
possivel observar no grafico acima, ndao houve reconhecimento cruzado significativo
entre as amostras testadas e a proteina NS1-ZIKV. Para a paciente H-1 foram realizadas
duas coletas de soro, a primeira apos 5 dias do surgimento de sintomas caracteristicos
de infecgdo por ZIKV e a segunda apds 5 dias apods a primeira coleta. Somente as amostras
H-1 e H-2 foram consideradas positivas para IgG ZIKV especifico.



Aplicacao diagnéstica dos ensaios de ELISA empregando a proteina

Mothers and babies against G1 and G2 Mothers and babies against G3 and G4
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Fig 2. Para tal objetivo ensaios de ELISA foram realizados com diferentes amostras de soro humano suspeitos de infec¢ao
por ZIKV. As amostras sdo provenientes de mulheres que apresentaram sintomas caracteristicos de infeccéo por ZIKV
durante a gestacao (amostras “1” de cada grupo) e tiveram filhos microcefalicos. Amostras de soro dos bebés com
microcefalia também foram testadas nas mesmas condi¢gbes (amostras “2” de cada grupo). Como € possivel observar no
grafico acima, os soros de todas as mulheres reagiram positivamente para NS1-DENV2-NGC e NS1-ZIKV, exceto o soro da
paciente G8- 1. As amostras oriundas dos bebés também se apresentaram positivas para NS1-DENV2- NGC, entretanto,
nem todas foram positivas para NS1-ZIKV.
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The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

CORRESPONDENCE

Prolonged Shedding of Zika Virus
Associated with Congenital Infection

Serum and semen: ZIKV—
on qRT-PCR; 1gG+
Serum: ZIKV+

on qRT-PCR; IgM-

Serum, urine, and saliva:
ZIKV+ on gRT-PCR;
herpes (1-6)—, parvovirus

CSF: normal results B19-on PCR;

B Mother M Father M Newborn and VDRL- ZIKV sequenced Serum: ZIKV—on 2Nnd 18G+ (low titer)
(accession no., KX443145) RT PICR' oM Serum: ZIKV—
d 1gG+ (low titer) qrire s BN :
Newborn lgM+and IgG and IgG+ on qRT-PCR;
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' at 23 wk of oG | PCR:
gestation Normal USG = mx?f toplasma on PCR
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Oliveira et al., 2016
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Zika virus detection by real-time PCR based on the SYBR-
Green method as a diagnosis more accessible for developing countries.

V. B. Silveira?, F. S. Mesquita?l, L. M. Thomazellit, E. A. Mendest, S. R. Melo?, V. F. Botosso?, E. L. Durigon?,
D. B. L. Oliveiral.

1 Department of Microbiology, Institute of Biomedical Science, University of Sao Paulo, Brazil.

2 Scientific Development Division, Virology Branch, Institute Butantan, Sao Paulo, SP, Brazil.
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Results of real-time PCR based on Tagman (Ct)
and SYBR-Green (Ct) method as a diagnosis more

Passagem Linhagem Tagman (Ct) SYBR Green (Ct)
T1 C6/36 17.26 19.12
VERO 19.89 21.18
T2 C6/36 14.59 15.67
VERO 19.89 21.18
T3 C6/36 9.52 13.44
VERO 14.17 15.80
T4 C6/36 11.81 14.04
VERO 12.0 14.29
T5 C6/36 13.82 15.0
VERO 15.58 17.11
T6 C6/36 15.00 16.90
VERO 17.83 20.1




COMPARISON OF DIFFERENT CLINICAL SAMPLES FOR DETECTION OF

ZIKA VIRUS IN SYMPTOMATIC PATIENTS BY REAL-TIME PCR.
V. B. Silveira?, F. S. Mesquita?, L. M. Thomazellit, E. A. Mendes?, S. R. Melo?, V. F. Botosso?, E. L.
Durigon?, D. B. L. Oliveiral.
1 Department of Microbiology, Institute of Biomedical Science, University of S&o Paulo, Brazil.
2 Scientific Development Division, Virology Branch, Institute Butantan, Sao Paulo, SP, Brazil.
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Zika Virus no Brasil

Obrigada!



