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HERPESVIRUS

= S&o uma das principais causas de doengas humanas associadas
a virus.

*= Quando a infecgao acontece € para a vida toda do individuo.

O termo Herpes vem do grego e significa latente, crénico.




FAMILIA HERPESVIRIDAE

Isolado a primeira vez em 1960- Possui mais de 130 representantes;

Co-evoluem com seu hospedeiro a mais de 200 milhdes de anos;
Sintese e a montage do capsideo ocorrem no nucleo da célula;

O envelope no transito pela membrana;

A producéo de particulas resulta na destruicao da célula hospedeira;

Possui capacidade de laténcia assumindo uma forma circular!

HERPESVIRUS

Incernational Committee on Taxonomy of Viruses
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Herpesvirus

Infectam

células vizinhas sem
passar

pelo meio extracelular
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Herpes viruses

* Family: Herpesviridae
« Large, enveloped virus
* Double-stranded DNA genome (100-150 proteins)

Envelope with

/ glycoproteins

Tegument

Nucleocapsid

Pl Source Undetermined IENZEEE S ource Undeterminad




HERPESVIRUS

Virus envelopados, com capsideo icosahédrico.

Particula de didametro entre 100-200nm.

Genomas de DNA dupla fita, linear, grandes (até 235kbp)
Sao virus complexos (virions com ~35 proteinas diferentes)

Cadificam uma variedade de enzimas envolvidas no metabolismo
e sintese de DNA e no processamento de proteinas.

Os tipos diferem na sequéncia do seu genoma e suas proteinas,
mas sado semelhantes em termos de estrutura do virion e
organizagao gendmica.

Replicagdo: Nuclear.

Montagem: Nuclear.

Estrutura dos herpesvirus humanos

Nucleocapsideo icosaédrico, com 100-110 nm de diimetro com 162
capsomeros.

Existe um material amorfo em torno do capsideo, abaixo do envelope,

chamado tegumento.
O envelope contém glicoproteinas que formam espiculas.

Os virions (particulas completas) tém de 120 a 300 nm de didmetro, e
contém de 30 a 35 polipeptideos diferentes.
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HSV DOENCA CLINICA

Lesdes cutaneas (oral);

Lesdes genitais; *
Pode ser assintomatico com reativagdes. _—

Patogénese
Células epiteliais sao lisadas e espalham nas células adjacentes

Complicagoes
Doencga ocular

Envolve problemas no SNC (encefalites)

HSV latency

+ Establishment « Reactivation
— Retrograde transmission — Anterograde transmission

— Sensory ganglia nerve cells — UV light, stress, infection,
menstruation

— Systemic spread rare
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HERPESVIRUS

Patogénicos em humanos

Alfa
Virus Herpes simplex (HSV-1/HSV-2, HHV1/2)
Virus Varicela zoster (VZV/HHV-3) (Catapora)

Beta
Citomegalovirus humano (HCMV/HHV-5)
Herpesvirus humano 6, 7 (HHV-6, HHV-7)

Gama
Virus Epstein Barr (EBV/HHV-4) (oncovirus)
Herpesvirus humano 8 (HHV-8/KSHYV)

HERPESVIRUS

Envelope

Icosahedral
nucleocpasid

Herpesvirus
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HERPESVIRUS

Lipid envelope

Outer tegument laver

RNA ?
DNA core

Inner tegument laver

Os herpesvirus humanos possuem na particula viral um
genoma de DNA dupla fita linear.
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HERPESVIRUS

* Organizagcédo do genoma

Pergunta de prova!!!l
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Viruses 2009, 1(3), 420-440; doi:10.3390/v1030420

HERPESVIRUS

= Ciclo viral

= Expressao dos genes precoces imediatos, precoces e tardios

[newly synthesized

nucleic acid]

Time post-infection
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Replicac¢io numa célula epitelial

Infecgdo produtiva

Virus com genoma de DNA de fita dupla,
replicagiio dos herpesvirus ocorre no nicleo.

Dividida nas etapas:
Precoce (imediate early, expressao dos genes alfa)
Intermediiria (early, genes beta)
Tardia (late, genes gama)

Rede regulatoria:

Genes alfa estimulam a transcri¢do dos beta,
que reprimem os alfa e estimulam os gama,
que reprimem alfa e beta.
Expressao sequencial e coordenada dos
genes virais.

HERPESVIRUS

= Ciclo viral

= Expressao dos genes precoces imediatos, precoces e tardios
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HERPESVIRUS REPLICAGAO: ADSORCAO E ENTRADA

Fusonwith the host cell membrane

Binding tathe host cell
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Nature Reviews Immunology 11, 143-154 (February 2011) | doi:10.1038/nri2937
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Interferéncia no metabolismo
Uma proteina importante do tegumento é a VHS (virus
host shutoff), que inibe a sintese proteica celular.

Transporte do capsideo.
O capsideo é transportado através de micro tiubulos
até a proximidade de poros nucleares, sendo o genoma
viral injetado no nicleo.

Ativacdo da expressio génica viral
Outra proteina importante do tegumento é a VP16,
que ativa a transcriciio a partir de promotores de genes
virais precoces onde ha uma sequéncia de bases por ela
reconhecida, dando inicio a fase precoce.

02/10/2023
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Transcri¢ao, tradugao e atua¢do dos genes virais
(intermedidrios).

Estes codificam enzimas envolvidas na sintese de DNA viral
(mecanismo do “circulo rolante”) e degradagio do DNA
celular. Ex.: Ribonucleotideo redutase, timidina quinase e
DNA polimerase.

HERPESVIRUS
REPLICA(;AO DO GENOMA

= A replicagdo acontece pelo mecanismo de “rolling circle”
formando repeticées em tandem.

= Finalmente estes repetidos sao clivados.

@
dz cONA @ Rolling-CircIle DNA
Replication
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L The free 3' end iz extendad by DNA
polytarase {reatls 5'-3') displacing the
complementary template strand which is |
capied in short sagments by DNA polymerass

m—s

Replication proceeds until a1 least ane new copy is made, multiple
copies may reaults chained together as a concatemer
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Seh i di of kaging in dsDNA viruses

1. Terminase binds 2. Terminase-DNA binds 3.DNA translocation 3. contamer cleavage
viral gencme procapsid portal and packaging completion

Terminase

Empacotamento do DNA viral

As sequéncias das pontas do genoma
viral indicam onde deve ocorrer o corte

02/10/2023
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HERPESVIRUS

REPLICAGAO: MONTAGEM E ADQUISIGAO DO ENVELOPE

Nucleoplasm m

Perinuclear space

mr Glycoproteins ’r pUL17-pUL25 %57 Tegument proteins
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Nature Reviews | Microbiology

HERPESVIRUS

REPLICAGAO: MONTAGEM E ADQUISIGAO DO ENVELOPE

Nucleoplasm Perinuclear space l Cytoplasm

‘ r]ﬁil,T Glycoproteins v pUL17-pUL2S w pUL31-pUL34 3] Tequment proteins
1 1

MNature Reviews | Microbiology
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HERPESVIRUS

REPLICAGAO: MONTAGEM E ADQUISIGAO DO ENVELOPE

Cytoplasm “i—“’; TGN

+.5 Tegument proteins %VHS—VP% = VP22 TrgE—gl

Nature Reviews | Microbiology

HERPESVIRUS

Trés subfamilias (Patogénicos em humanos):

= Alphaherpesviruses (HSV-1/HHV1; HHV2/HSV-2; VZV/HHV-3)
= Betaherpesviruses (HCMV/HHV-5; HHV-6; HHV-7)
= Gammaherpesviruses (EBV/HHV-4; HHV-8/KSHV)

Estabelecem infec¢des latentes e persistentes apds a infecgao primaria.

A reativagao acontece principalmente em periodos de imunossupressao.

A infeccdo primaria e a reativagdo sdo mais graves em individuos
imunossuprimidos.

02/10/2023
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HERPESVIRUS
INFECGAO LATENTE

Laténcia - Estado transcricional e traducional tnico do virus. O ciclo produtivo
n&o funciona mas pode ser ativado a qualquer momento.

(b) Latent infection

reactivation reactivation

A N

A @A

TIME (years) s

INFECTION s

Inibidores do DNA polimerase:

02/10/2023
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O aciclovir € um nucleosideo sintético analogo da purina

INIBIDORES DA DNA-POLIMERASE

+ Primeiro medicamento antiviral seletivo eficaz.
* Possui pouca agao contra o Citomegalovirus

- Pode ser administrado oralmente
(imunocompetentes), intravenosamente

(imunocomprometidos) ou topicam

Nucleotideos

* Os nucleotideos, unidades basicas dos acidos
nucléicos, sdo constituidos de
— Uma base nitrogenada (anel heterociclico de atomos de carbono
€ nitrogénio)
— Uma pentose (agucar com cinco carbonos)
— Um grupo fosfato (molécula com um atomo de foésforo cercado

por 4 oxigénios)
! N

Fosfato

Agsrear
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Ligacao entre os Nucleotideos (2/4)
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Ligacao entre os Nucleotideos (4/4)
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Estrutura 1?
do DNA

POLIMERO FORMADO POR
NUCLEOTIDEOS

Mecanismo de acao - Aciclovir
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Aplicagoes Clinicas dos Antivirais mais utilizados

Anti-herpéticos Aciclovir, cidofovir, docosanol,
fanciclovir, foscamet, fomivirsen,
ganciclovir., i1doxuridina. penciclovir,
trifluridina. brivudina, valaciclovir,

valganciclovir, vidarabina.

~ Anti-influenza Amantadina, oseltamivir (tamiflu®),
nmantadina, zananmuvir, peramivir.

Anti-hepatite Adefovir, lamivudina, entricitabina
Py
Inibidores Saquunavir. ndinavir,
de proteases atazanavir, ritonavir,

nelfinavir, amprenavir,
lopinavoir.

Anti-retrovirais Inibidores Zidovudina, didanosina.
da estavudina, zalcitabina,
transcriptase | lamivudina abacavir,
reversa nevipanna. efavirenz,
delavirdina, tenofovir e
adefovir.

r
Table 1 | Human herpesviruses
Name  Subfamily Sequence characteristics  Cell types infected Pathophysiology
GC content % coding Lytic infection Latent infection

HSW-1 a 68% 79 Epithelial cells MNeurons Orofacial infections,
(HHV1) encephalitis
HSV-2 a 70% 79 Epithelial cells Neurons Genital and neonatal
(HHV2) infections
Vv a 46% 89 Epithelial cells Neurons Chickenpox, shingles
(HHV3)
EBV ¥ 50% 68 B cells, Beells Infectious
(HHV4) epithelial cells mononucleosis,

lymphoma, carcinoma
CMY B 57% 79 Macrophages, Macrophages, Congenital infection,
(HHYS) lymphocytes, lymphocytes, retinitis, hepatitis

epithelial cells epithelial cells
HHVE [t 42% 79 (subtype A);  CD4* Teells Menocytes, Exanthem subitum
&2 (subtype B) macrophages

HHVZ B 36% 79 Tcells Teells Exanthem subitum
HHVS ¥ 53% 83 Lymphocytes Lymphocytes Kaposi's sarcoma
CMV, eytomedgalovirus: EBV, Epstein-Barr virus: HHV, human herpesvirus; HSV, herpes simplex virus: VZV, varicella-zoster virus.
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Gingivostomatitis

Herpes simplex

Herpes zoster- Catapora

PRIMARY INFECTION

LATENT

RECURRENT INFECTION

RE-ACTIVATION

VZV BECOMES LATENT
IN THE NERVE GANGLIA

CHICKEN POX

REACTIVATES
YEARS LATER .

SHINGLES

Laténcia em Ganglios Nervos sensoriais (trigémeo/sacral)

+ O Re-estimulo pode ser por um desequilibrio hormonal ou estresse

(irradiagao solar, nervosismo, etc...

+ O virus migra para regido da pele através dos axénios com novo surto
de replicagao

% Até 3 a 4 episodios por ano, alguns até 12 vezes

02/10/2023
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VARICELA ZOSTER (VZV)

E transmitido através de inalacio e contato direto, tendo como
porta de entrada o trato respiratério e as membranas mucosas.
As células alvo sao as epiteliais.

Virus Epstein-Barr
(Herpesvirus 4)

02/10/2023
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VIRUS EPSTEIN-BARR (EBYV)

E transmitido através da saliva e sangue, tendo como porta de
entrada a corrente sanguinea e as membranas mucosas.

>70% dos adultos é soropositivo.

As células alvo sdo principalmente os linfécitos B presentes na
orofaringe e nasofaringe.

o b Nt o
B el A
O EBYV ¢ associado ao linfoma de
Burkitt (Africa) e ao
carcinoma nasofaringeo (Asia).

Virus Epstein-Barr (EBV)

02/10/2023
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Virus Epstein-Barr (EBV)

Receptor: CD21 (linfécitos B e células epiteliais da naso- e orofaringe)

& EBV gencme: ke giress EBERY pmmnz

= Mais de 90% da populagao mundial
esta infectada por este virus.

= E transmitido pela saliva infectando
as células epiteliais de orofaringe e
linfécitos B.

= Etiologicamente associado com:
= Mononucleose

= Linfoma de Burkitt,

= Doenga de Hodgkin

= Carcinoma naso-faringeo

| Expart Rirvinees in Mctecarlar Macicine G001 Carbrgn Uity Passs

Virus Epstein-Barr (EBV)

Os linfocitos B sdo semipermissivos para a
replicacao viral. A infeccdo pode ser latente ou as
células podem ser estimuladas e, eventualmente,
transformadas pelo virus.

@ As células epiteliais permitem o ciclo litico completo.

02/10/2023
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Virus Epstein-Barr (EBV)

= Mononucleose

e

= Faringite e adenopatias...

Virus Epstein-Barr (EBV)
S .

Linfoma de Burkitt

i

02/10/2023
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Virus Epstein-Barr (EBV)

Leucoplasia pilosa

Virus Epstein-Barr (EBV)
Leucoplasia pilosa

02/10/2023
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Virus Epstein-Barr (EBV)
Carcinoma nasofaringeo

Carcinoma da nasofaringe (NPC):
= Tumor maligno do epitélio escamoso da nasofaringe.

= Aforma mais indiferenciada esta sempre associada
a infec¢ao por EBV.

= Copias de EBV podem ser detectadas nas células
malignas de todos os NPC indiferenciados.

= As células malignas expressam EBNA-1 (algumas LMP).

= Linhagens celulares derivadas de NPC produzem
particulas virais infecciosas

Virus Epstein-Barr (EBV)

Carcinoma nasofaringeo
RIGHT NOSTRIL

Tumor in Vault
af Nasopharynx

Floor of Right
Nasal Cavity
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CITOMEGALOVIRUS (CMV)

E transmitido através da saliva, sangue, urina e sémen, tendo
como porta de entrada a corrente sanguinea e as membranas

mucosas (epitélio da orofaringe), além da via trans-placentaria

(maior risco se a mae sofre uma infec¢ao primaria durante a
gravidez).

As células alvo sdo principalmente os neutréfilos e mondcitos.

e L
u%'. ‘ * ¢
Fe -
..‘5(. "9 bef
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F iR

CMYV em monécitos no pulmio de um paciente com AIDS
(coloraciao com HE)

HERPES VIRUS HUMANO TIPO 6 (HHV6)

Associado ao exantema siubito ou roséola, doen¢a com

evolucdo benigna, que afeta criancas de 6 meses a dois anos.

Laténcia em células T.

02/10/2023
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HHV7
Isolado em associa¢io ao HHV6, pouco conhecido.
Laténcia em células T.

HHVS

Associado a sarcoma de Kaposi em pacientes aidéticos.

Laténcia em lifocitos B

Tratamento com drogas ndo € usualmente aplicado aos HHV6 a 8.
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Cytopathic Effect of HSV in cell Positive immunofluorescence test for
culture: Note the ballooning of HSV antigen in epithelial cell.
cells. (Linda Stannard, University (Virology Laboratory, New-Yale Haven

of Cape Town, S.A.) Hospital)
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Diagnéstico em Virologia

Métodos de estudo & Diagnéstico viral

Métodos Diagnésti

Detecgéo acidos 4 - St . Sorologia
nucléicos = s

.
Deteccao Antigenos
Microscopia eletrdnica

02/10/2023
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nto e Crescimento viral

i
'ﬁaboratorlom Prof Dr Klaus Eberhard Stewien ICB 1I-USP-SP

Forma de isolamento: E
* Cultura celular com célula C6 36.
* camundongos recémenascidos

. =
Forma de crescimento viral: N i .

+ Cultura celular com célula C6 36. == 2

+ Cérebro de.Camundongo recém-nascidos. & =l

Laboratorio

31



02/10/2023

32



02/10/2023

Diagnostico Laborateral de virus
OVOS EMBRIONADOS

Ovoscopio (movimentagao/vasos sanguineos do embrido) —

embrides entre 5 a 16 dias;

Diagnéstico Laboratorial cde virus
ANIMAIS VIVOS

- Utilizacao de animais SPF;
- camundongo, coelhos, cobaias, ratos, primatas, pintos e

galinhas;
‘

Inoculagao

Cultura / Efeito
Resultado - - Histopatologia

Citopatico

33



02/10/2023

picmesice Labeoratoral ce YR

)

I
TESTE DE |N0CULAQA’? &

CAMUNDONGOS ‘ a

Periodo de Observagéao

» 21 dias para caes, gatos e humanos

30 dias para outras especies

Camundongo albino suigo
apresentando sintomas de
infecgéo com virus rabico

NPR-ICB/USP
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IMUNOFLUORESCENCIA

Imunofluorescéncia Direta - IFD (foto).

As setas indicam inclustes em tecido nervoso tipicas de
infeccao rabica.

NPR-ICB/USP

Diagnéstico Laberatertal de virus
Imunofluorescéncia

02/10/2023
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Diagnéstice Laboratortal de virus
Imunofluorescéncia

Membrana Celular

Citoplasma

_Nicleo >\

Imunofluorescéncia Direta

Célula Nao Infectada
p—
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/ |

Anticorpo l o
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f Yo
( |
Antigeno “< A
A A
Y

Célula Infectada
T

PN
F
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Imunofluorescéncia Direta

Anticorpo Primario
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Imunofluorescéncia Direta

e Leitura — at T
0

Diagnostice Laberaterial de virus
Imunofluorescéncia Indireta

Célula Nao Infectada Célula Infectada
—— ] —
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/ /_ Ntcleo - “?"

Anticorpo

\
Secunddrio Virus
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: Y X
Anticorpo A Antigeno | J
Primario '\'\,
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Diagnostice Laboraterial ce virus

Imunofluorescéncia Indireta

Célula Nao Infectada

Célula Infectada
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Diagnostice Laberaterial de virus

Imunofluorescéncia Indireta

Célula Nao Infectada
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Imunofluorescéncia Indireta

Célula Nao Infectada
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Diagnostice Laberaterial de virus

Imunofluorescéncia Indireta
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Diagnostice Laboratorial de virus

e Leitura P
- o

£
/

Célula Nao Infectada
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HEMADSORGCAO

- Utilizado para virus hemaglutinantes que nao geram efeito citopatico

Ex: Influenza e Parainfluenza

- Testes de aderéncia de hemacias em células infectadas ou virions

Imunofluorescéncia Indireta

Célula Infectada

—

. +

4445

N\

: el 4
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Reacao de Hemaglu

- Utilizado para virus hemaglutinantes

. Ligacao viral a hemacias animais

. Gera agrupamentos visiveis a olho nu

Hemaglutinagcdo- HA

Hemaglutinina
9 nm

‘ NY)»r 4
'.-\}\ﬂ‘.ﬁ, >- % < \R_.
7 ~
1A

7 um 7 um
HS5N1
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Inibigcdo da Hemaglutinagado- HI

W

Anticorpos

HEMAGGLUTINATION-INHIBITION TEST
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Sorologia

- Diagnéstico de infeccées virais por medi¢do de resposta de anticorpos

- Diagnostico importante para viroses que:
1. n&o podem ser prontamente cultivadas
2. cultivadas lentamente (demora na liberagao dos resultados)
3. virus ndo cultivaveis

- 2 tipos de anticorpos envolvidos: IgM e 1gG

5. iy -Evidéncias sorologicas de infeccdes agudas
1. Soroconversao
2. Aum/Diminuicao titulos Anticorpos

3. Presenca de IgM

Anfibody response

- Verificacao da [ ] anticorpos em diferentes
fases da infeccéo
Tirte - aumento em 4x na [ ] indica infeccdo

1 Typical evolution of antibody responses following

Sorologia

Ensaios indiretos
- imobilizacdo de antigenos virais em meio sélido
- anticorpos especificos do soro de pacientes ou animais se aderem ao antigeno

- anticorpos séo detectados por anticorpo anti-anticorpo ligado a uma enzima

02/10/2023
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Diagnéstice Laberaterial de virus . “
ELISA

Enzyme Linked Immuno Sorbent Asséy

Reacdo Imunoenzimatica: Detec¢ao de antigenos ou anticorpos

através de conjugacgao enzimatica

Indirect enzyme-linked immunosorbent assay

sera

WNV
crude
antigen

Diagnostice Laboratorial de virus
ELISA

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Reacao Imunoenzimatica: Detecgdo de antigenos ou anticorpos através de

conjugagao enzimatica
ELISA DIRETO COM ANTICORPO DE CAPTURA

? & Antigeno

Anticorpo anti ¢ = Fonte de proteinas
estranhas ao sistema
L Lavagens

Conjugado anti
Cromégeno com cor e« Cromogeno sem cor

1

POSITIVO NEGATIVO
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Diagnostice Laboratorial de virus

ELISA

Deteccido de Antige
Virais

Direct Test Indirect Test

second

[
antibody |§

anti-virus

antiboé;Jl
Vantagens: virus antigen 4 l\

.

- técnica de resultado rapido

- ndo requer a presenca de virus viaveis (maior flexibilidade de transporte)

Limitacbes
- nao aplicaveis para todos os virus
. Ex: Rhinovirus (grupo com 90 sorotipos) e com reacao cruzada de anticorpos
Ex2: presenca de substancias naturais da amostra que interferem na

metodologia

02/10/2023
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. Unica técnica viavel para visualizagdo direta de virus

. Util p/ amostras com alta quantidade de particulas virais

Ex: exame de fezes de pacientes com
gastroenterites por rotavirus

(e} Electron microscope is used 1o view virug directly.

- Vantagens
1. Comum p/ todos os virus
2. Deteccéao de virus nao cultivaveis
3. Técnica barata gto aos insumos

Dane Filament

- Desvantagens pariicls

1. Alta capacidade técnica (profissional bem treinado)

2. Baixa sensibilidade (108 particluas/ml)

Diagnésticos Molecu

- Deteccao de acidos nucléicos especificos virais

. Vantagens
1. Possivel deteccéo de acidos nucléicos virais de virus nio cultivaveis
2. Grande estabilidade de acidos nucléicos

3. Alta especificidade

- 2 categorias principais
. Hibridizacao direta

. Amplificacdo de um alvo especifico

02/10/2023
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Extracdo de acidos 1

- Isolamento do DNA ou RNA total de uma amostra
Ex: DNA humano + DNA viral + DNA bacteriano

- Existem diferentes metodologias para extragcéo

Diagnéstico Laboratorial cde virus

PCR — POLYMERASE CHAIN REACTION
(Reacao em cadeia da DNA polimerase)

Kary B. Mullis
Prémio Nobel de Quimica (1993)
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Diagnostico Laborateral de virus

Comparando

In vivo- Célula

Helicase
Primase

DNA polimerase
MgCL,

Tampao

dNTP

as Reacodes

In vitro- Microtubo

Desnaturacao

Primers

Ampli TAQ DNA polimerase
MgCL,

Tampio

dNTP

Bactérias com potencial biotecnolégico

Produzem Enzimas especificas - Exemplo: Th

Fontes Termais

ermus aquaticus

98
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Diagnostico Laboratorial de virus

Inventor da PCR

DANCinG Na K
woee MDD FiGLD

S

Kary B. Muliis - Antes Kary B. Muliis- Depois

Diagnéstico Laboratorial cde virus

Requerimentos Basicos da PCR
Sintese de DNA in vitro

DNA molde
Deoxinucleotideos (ANTPs)
Oligonucleotideos (Primers)
DNA polimerase

Tampao (pH e Mg*™)
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PCR

(Polymerase chain reaction)

|
|
| : A
Desnaturacio (95 °C)
TERMOCICLADORES
|
L | <
» Anelamento (50-65 °C) Z
L ¢ 2
I | 2
=
o}
[ |
| o -
2 Extensao (72 °C) Ciclos da PCR
K 4
[ |

PCR

fable 7.2 Elements of a PCR Cycle

Step Temperature ("C) Time (sec)
Denaturation O0-96 20-60
Annealing 50-70 20-90

68-75 10-60

Extension

Typical PCR Profile

Dienatur [WC) Denature (94C)

Elongatiod (72°C)

Fd
=
H

&

“Knmealing (54°C

0

30 0 60
Time (sec)

]

Figure 1. Schematic illustration of a typical PCR temperature profile.
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-

Corrida em gel de ac

Deteccgao do produto

- O produto da PCR tem tamanho
conhecido, podendo ser detectado
de gel agarose atraves da
comparacao com marcador de peso
molecular

Gel de Agarose
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Diagnostico Laborateral de virus

Gel de Agarose

{

Il‘ M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Diagnéstico Laboratorial cde virus

4: PCR Phases in Log view Traditional
PCR detection
Area of Detection i
for Real- Time. ) Llneé_” - Plateay/
. High Variability

Ethidium-Gel
Detection

Log [DNA]

Exponential
High precision
RO

Cycle #
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PCR - Exemplo ResuM do

PCRRSV Valor esperado: 380pb

A1 A2 A3 A4 C+1 C+2 C1 PM C-2

Real-Time RT-PCR

Sistemas de Deteccdo

R
Mien

Sybr Green
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Diagnestice Laboratorial de virus

Tipos de PCR em tempo real

« Sem sonda (SYBR Green)

« Com sonda (Tagman, Molecular Beacons, outras)

Sybr Green

» Material Fluorescente

» Intercalante de DNA Fita dupla

» Permite fazer curva de dissociacao
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Diagnostico Laborateral de virus

Método SYBR Green

Step 1: Aeaction setup
The SYBR® Green | dye
fuoresces when bound to
double-stranded DNA,

Step 2: Denaturation

I When the DNA Is denatured Inta
————  single-stranded DNA, the

SYBR® Green | dye is released and

the fluorescence is drastically reduced.

Step 3: Polymerization
During extension, primers
anneal and PCH product
ls generated

Step 4: Polymerization completed
SYBR® Green | dye binds to the
double-stranded product,

resulting in a net increase in
fluorescence detected by the
instrument.

Figure 2-2 How the SYBR Green reagents work

Deteccao de primer dimer através da

analise da curva de fusao

a)

b 5 . A N
" T

. Reacdes Reagées
i otimizadas Nio-otimizadas

Primers dimers e produtos
inespecificos tém temperaturas de
fusdo distintas a do produto especifico

Temperature (*C}
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Sonda- TagMan

Probe Fluorescente

Possui moléculas especiais { epotter-Quencher))

Alta especificidade

o
L '—-'ﬁfr'ﬂ,

PO LT

Ty i

TN T
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Diagnestice Laboratorial de virus

Caracteristicas

* Permite quantificar
* Mais sensivel

* Pode ser mais especifico (com uso de
sonda)

* Dispensa a verificacao da amplificacao
através de eletroforese em gel de agarose

Diagnéstico Laboratorial cde virus

PCR em tempo real ou PCR quantitativo
(gPCR)

* Método que permite acompanhar a rea¢dao de amplificacdo
em tempo real, através da medi¢do da fluorescéncia
emitida

+ A intensidade da fluorescéncia é proporcional a quantidade
de DNA amplificado

+ Mas qual é a vantagem de poder acompanhar a reacao de
amplifica¢do a cada ciclo?

02/10/2023
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Diagnostico Laborateral de virus

PCR em tempo real ou PCR quantitativo (qQPCR)

* O acompanhamento ciclo-a-ciclo permite verificar
quando a reacdo de amplificagdo atinge a fase
exponencial

+ Quanto antes se atinge a fase exponencial, maior a
concentra¢cdo do DNA inicial

Fluorescence (F1)

Cycle Number

PCR Quantitativo — -

PCR REAL TIME

Wi m‘:,-' 1 et e 1e2 10h [ initial number of
i copies of HEV DNA
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RT-PCR para deteccao do virus X

Qual amostra tem maior quantidade do virus Patogénico?

Diagnéstico Laboratorial cde virus

RT-PCR para deteccao do virus X

700000

600000

8 500000

400000

de DNA

f“ Amostra 6
300000 [ —&—Amostra 5
200000
¢ [

100000 |'

0 10 20 30 40 50
Ciclos

0

Qual amostra amplificou maior quantidade de DNA?

Qual amostra tem maior quantidade do virus X?
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Sequenciamento

60 k] an El] 100 110 1z0 130 140
GCCTG ATGTACCANTTGCCC TTG TAGG TTTTGCAC TATAGGGTAATTTTGGC TGACCTTGCTGCTTTTTTCTGCGTCAGC TG

Al

Virus Evolution, 2019, 5(2): vez047

i VIRUS doi: 10.109%/ve/vez047
wS EVOLUTION

(@ Pingu picornavirus
EB4nt 7,462 nt
5° ORF 3
. . Pi P2 P3
Pln gu Vi Capsid proteins Non-strucural proteins
from An L 1AB 12 1D 2A 2B 2C  3A3B3C 3D
Wil]iam Mz i cldi pottion 1 06 8 A as @z gm LB g 179

Matheus C: (b)
Luiz Franci:
José Luiz Pr
Luiz Tadeu

()

W {MH255796) 2C protein
ChPVT (NC_024770) 53

ormavirus Afp GY-A (NC_018400) 54 37

PAss (NC_D36588) 52 52 56

. Avian picornavirus

Sallyirus A

5 Siv-A (NC_D23B61) 53 57 57 50
Virology Resear = B E &85
gy : Tortalse Rafivirus A g R § 2 8
3900, Ribeiraoc Pr s EEe e s
: e 10 i 28538
Institute of Biolc i g dydy
=222
Zeferino Vaz”, ( 3<%
3 it 2 g % 3
Praf Tinan Pract l‘ﬂ—s“ EoE g8
Cosavirus B
Cosavinus E
% Comaniruz (d)
' Cosavirus NGV IMHIS5764) i
Bovine rhinits Bvinus ; HEprRLein
Foot-and-mouth disease virus ChPV1 (NC_D24770) 62
Encephalomyoca ditis virus 1 5
el murine encephalon yelis virus GV (NC_Q13400) [eiDs
SenecaValiey virus
Minapterus schreibersi picormavirus PAsVs INC_036588) 72 68 67
= L SIv-A INC_023661] 66 67 68 54
Eqquine rhinitis B wirus 1 = 2 e g =
R £5§i8
s a2
——— Paliovirus 1 285583

61



Detection of emergent viruses in Brazilian bats by Real-time PCR & NGS.

g \‘b e Fecders Orgacs do Governo Acesso a lnformacan  Legislagan  Acessisilidace @ Entrar
= Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes 0 que voce procura? Q
# - Assuntos - Melicias - 2021 - 05 - RedePREVIR-MCTI identifica @ seq ia genoma de inus stras de =

REDEVIRUS MCTI

Rede PREVIR-MCTI identifica e sequencia genoma de coronavirus
em amostras de morceaos

Alphacoronavirus

Betacoronavirus

Gammacoronavinus

Deltacoronavinus
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