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A Epidemia de Zika no Mundo. 



Países com evidência passada ou até março de 2106 com 

transmissão do Zika vírus. 



Este mapa não inclue Países ou territórios que tenham reportado somente casos associados a viajantes e também não 

incluem  países ou territórios com transmissão passada de ZIKV. 

Países com transmissão de Zika vírus por picada de mosquito. 

                                                                                      25/09/2016.  



Mosquito Transmissor da Zika: Aedes aegypti e Aedes albopictus  



 
• Microcefalia 

• Exantema “Rash” 

Infecção por Zika vírus 

Hiperemia Conjutival 



Doenças Causadas pelo Aedes no Brasil 



• Microcefalia notificados no Brasil suspeita de Zika: 3.680 casos 

• Microcefalia confirmado por Teste Laboratorial para Zika : 464 casos 



Diagnóstico de Zika Vírus: O que 

desejamos e o que temos. 



E o que o Brasil esta Fazendo? 



Fazendo Piadas ? 

Do Jeitinho Brasileiro 



O BRASIL ESTA DANDO EXEMPLO PARA O MUNDO 

• Brasil esta Lutando contra a Epidemia  de Zika 

• Controle de Vetores : Matando Mosquito  



Larvas de Aedes aegypti em Agua Represada 



Larva de Aedes aegypti  em Caixa de Água 



Pesquisa sobre casos de Microcefalia na FIOCRUZ de Recife 



Pesquisas no Combate ao Aedes aegypti no ICB da USP 

em São Paulo. 



Desenvolvimento de Novos Métodos  

de Diagnóstico no ICB - USP 

1. Detecção do Vírus em Pacientes – Sintomáticos 

• Teste de PCR em tempo Real. 

• Cultura de Célula de material Clínico. 

• Imunofluoresceência (IF) de material clínico e cultura de célula. 

• Microscopia Eletrônica de material clínico 

 

1. Exame sorológico – Pacientes sintomáticos e assintomáticos.  

• IgG 

 Teste de ELISA e teste de IF 

 

• IgM 

Teste de ELISA e teste de IF. 
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Teste de PCR em tempo Real - TaqMan 

Detecção do Vírus em Pacientes – Sintomáticos 

 

Primer utilizado: Lanciotte et al., 2008. 

Desafios: 

1. Amostra a ser testada: Urina, Saliva, soro e semen. 

2. Tipo de extração: Coluna, Trizol ou Silica magnética 

3. Quantidade de amostra: +/- Inibição de qPCR 

4. Quantificação em números de cópias:  

• Plasmídeo proibido em lab. de diagnóstico. 

 

Resultado: 400µl de urina, soro e saliva  

      100µl de semen 

 

 

 



Detecção do Vírus em Pacientes – Sintomáticos 

 
Cultura de Célula de material Clínico. 

C636 - 

controle 

C636 

- ZIKV 

VeroE6 - 

controle  

VeroE6 

- ZIKV 

Desafios: 

1. O material Biológico contém vírus 

infectante? 

2. Quanto de material se deve inocular? 

3. Como saber se houve replicação? 

ECP? Ct? ou ambos? 

4. Qual a melhor célula e o melhor fluido 

corpóreo? 

 

Resultado:  

1. Manutenção celular: L15 + ANE (1%), 

PVNa (1%), SFB (10 ou 5%) 

 

2. Infecção viral: 

• L15 puro e Adsorção de 1h 

•  L15 + ANE (0,5%), PvNa (0,5%), 

SFB (2%) por 12 dias. 

 

 

Comparação 

da titulação 

da amostra 

crescida em 

C636 e 

VeroE6. 



Imunofluorescência (IF) de material clínico e cultura de célula. 

Detecção do Vírus em Pacientes – Sintomáticos 

Co-focal 

IFI 



Microscopia Eletrônica de material clínico 

Detecção do Vírus em Pacientes – Sintomáticos 



Imunidade cruzada  

na estrutura conservada 

do domínio 

“Loop” específico para 

ZIKV. 

Desenvolvimento de teste sorológico baseado na 

proteina NS1 



Cor do Substrato 

Zika Virus NS1 ELISA 
Luis Carlos Ferreira Team: Rubens, Robert, Lennon 

Viral Antigen Delta-NS1 

Solid-phase 

Conjugado anti-Human IgG or IgM  

Sero do paciente (IgG or IgM) 



ELISA em soro de camundongo usando a proteina recombinante 

NS1-ZIKV. 



Amostra de soro Humano testado por ELISA com a proteina 

recombinante NS1-ZIKV. 



Fig 2. Para tal objetivo ensaios de ELISA foram realizados com diferentes amostras de soro humano suspeitos de infecção 

por ZIKV. As amostras são provenientes de mulheres que apresentaram sintomas característicos de infecção por ZIKV 

durante a gestação (amostras “1” de cada grupo) e tiveram filhos microcefálicos. Amostras de soro dos bebês com 

microcefalia também foram testadas nas mesmas condições (amostras “2” de cada grupo). Como é possível observar no 

gráfico 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 bebês também se apresentaram positivas para NS1-DENV2- NGC, entretanto, 

nem todas foram positivas para NS1-ZIKV. 

Aplicação diagnóstica dos ensaios de ELISA empregando a proteína 

NS1-ZIKV. 
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 Aplicação do Elisa em diferentes pontos de coleta do mesmo paciente. 

Avaliação Temporal  



Oliveira et al., 2016 



 Detection of Zika virus   

antibodies in sera from patients.  

 

(A) Immunofluorescence assay of 

sera sampling from father, newborn 

and mother; sera positive and 

negative for antibodies against Zika 

virus (IgG) were used as controls.  

 

(B) Family antibody levels against 

ZIKV and DENV2 NS1 through 

time. The titer of NS1-specific 

serum antibodies was measured by 

ELISA using two serum samples 

collected in different time points 

from each individual with ~ 2 

weeks of interval between each 

sampling. IgG titers against 

DENV2-NS1 and ZIKV-NS1 are 

represented by black and white 

bars, respectively. 

 

 (C) Overall view of laboratorial 

exams from the case. Data 

representative of two independent 

experiments. Scale bar = 200 

micrometers.  
ND: not done; + low reactive; +++ high 

reactive. 

 



Taqman (Ct)  SYBR-Green (Ct) 

Zika virus detection by real-time PCR based on the SYBR-

Green method as a diagnosis more accessible for developing countries. 

V. B. Silveira¹, F. S. Mesquita¹, L. M. Thomazelli¹, E. A. Mendes¹, S. R. Melo¹, V. F. Botosso2, E. L. Durigon¹, 

D. B. L. Oliveira¹. 

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

2 Scientific Development Division, Virology Branch, Institute Butantan, São Paulo, SP, Brazil. 



Results of real-time PCR based on Taqman (Ct) 

and SYBR-Green (Ct) method as a diagnosis more 

accessible for developing countries 

 

  



COMPARISON OF DIFFERENT CLINICAL SAMPLES FOR DETECTION OF 

ZIKA VÍRUS IN SYMPTOMATIC PATIENTS BY REAL-TIME PCR. 
V. B. Silveira¹, F. S. Mesquita¹, L. M. Thomazelli¹, E. A. Mendes¹, S. R. Melo¹, V. F. Botosso2, E. L. 

Durigon¹, D. B. L. Oliveira¹. 

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

2 Scientific Development Division, Virology Branch, Institute Butantan, São Paulo, SP, Brazil. 

 

1 

10 

100 

1000 

10000 

100000 

1000000 

10000000 

100000000 

1E+09 

1 1A 1C 1D 17 17A 17B 17C 17D 18 18A 18B 19 19A 19B 19C 19D 19E 19F 

URINA SALIVA SORO SEMEN 

C
o
p
ie

s
 /
m

l 

Patients 



1 

10 

100 

1000 

10000 

100000 

1000000 

10000000 

day 5 day 12 day 30 DAY 78 

URINE SALIVA SERUM 

C
o

p
ie

s
 /
m

l 

1 

10 

100 

1000 

10000 

100000 

day 3 day 8 day 15 day 22 

URINE SALIVA SERUM 

Patiente1 

Patiente19 

Patient 18 

Patient 17 

1 

10 

100 

1000 

10000 

100000 

1000000 

day 7 day 12 day 19 day 26 day 31 day 40 day 47 

URINE SALIVA SERUM SEMEN 

1 

10 

100 

1000 

10000 

100000 

1000000 

10000000 

100000000 

1E+09 

day 6 day 18 day 24 day 30 day 37 day 44 

URINE SALIVA SERUM  SEMEN 

C
o

p
ie

s
 /
m

l 



Zika VÍrus no Brasil 

Obrigada! 


