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NPR-ICB/USP

Envio de Material para o Laboratório

 Ficha Epidemiológica  

Todo material deve ser acompanhado de 
ficha epidemiológica completa:
- nome e endereço do solicitante

- espécie do animal e histórico do caso

- existência ou não de vítima

- se houve observação do animal doente

- qual o período 

- se o animal foi sacrificado ou morreu naturalmente.

NPR-ICB/USP

SUBSTÂNCIAS INFECCIOSAS

 são aquelas conhecidas ou sobre as quais se 
tenha uma “suspeita” razoável de  conter 
patógenos (vírus prions, bactérias fungos 
parasitas, toxinas, etc )

 embalagens contendo essas substâncias 
devem usar o símbolo de risco biológico

NORMAS DA O.M.S. PARA TRANSPORTE 
DE SUBSTÂNCIAS INFECCIOSAS
NORMAS DA O.M.S. PARA TRANSPORTE 
DE SUBSTÂNCIAS INFECCIOSAS
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NPR-ICB/USP

TRANSPORTE DE AMOSTRAS

•Cuidados que assegurem integridade, 
conservação e inviolabilidade

Foto CCZ-PMSP

Foto CCZ-PMSP

NPR-ICB/USP

ACONDICIONAMENTO DE SUBSTÂNCIA 
INFECCIOSA PARA TRANSPORTE

RECIPIENTE PRIMÁRIO

TAMPA  ROSQUEADA

MATERIAL ABSORVENTE

EMBALAGEM SECUNDÁRIA

IDENTIFICAÇÃO DO 
MATERIAL

TAMPA DE ROSCA
SÍMBOLO  DE RISCO  BIOLÓGICO

EMBALAGEM EXTERNA

DADOS DO REMETENTE

Fonte: Laboratory biosafety manual, second edition,WHO1993.
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Isolamento e Crescimento viral

Laboratório NB3 Prof Dr Klaus Eberhard Stewien ICB II-USP-SP

Forma de isolamento e crescimento viral:
• Cultura celular com célula C6 36.
• camundongos recém-nascidos

Laboratório
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Laboratório

 Métodos clássicos

 Isolamento e Identificação viral

1. Culturas Celulares

2. Ovos embrionados

1. Inoculação em animais

1. Culturas Celulares

2. Ovos embrionados

1. Inoculação em animais
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NPR-ICB/USP

Fotos: 
LabZooVis

 Neuroblastoma de camundongos (N2a)
 Vírus da raiva

Isolamento  em cultura de células

Cultivo em células animais

- Método altamente desenvolvido para células humanas e animais

- Células são cultivadas em meios de cultura contendo nutrientes essenciais
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Cultivo em células animais

Efeito citopático

- Diagnóstico baseado na presença de alterações na cultura celular

- Diferentes efeitos citopáticos são observados para diferentes vírus

C-: 400x

C+ Herpes: 
400x

Cultivo em células animais

- Nem todos os vírus são cultiváveis

- Resultado demorado p/ alguns 
tipos virais

Desvantagens adicionais

- Depende de vírus viáveis

- Nem todos os vírus produzem efeito 
característico
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NPR-ICB/USP

Foto: Instituto Pasteur

 sensibilidade 

 especificidade

Tempo reduzido para obtenção 

de resultados ( 2 a 3 dias)

 BHK-21
 Vírus da raiva

Isolamento  em cultura de células

Histopatológico

Ex: Raiva (Método Histopatológico de Sellers)

Fotos: www.patologiaveterinaria.com

Corpúsculos de Negri
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NPR-ICB/USP

IMUNOFLUORESCÊNCIA DIRETA

Imunofluorescência Direta - IFD (foto). 

As setas indicam inclusões em tecido nervoso típicas de 
infecção rábica. 

Foto: CCZ-SP

Cultivo em células animais

- Utilizado para vírus hemaglutinantes que não geram efeito citopático

Ex: Influenza e Parainfluenza

- Testes de aderência de hemácias em células infectadas ou vírions

HEMADSORÇÃO
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- Utilização de animais SPF;

- camundongo, coelhos, cobaias, ratos, primatas, pintos e
galinhas;

ANIMAIS VIVOS

InoculaçãoInoculação SintomasSintomas NecropsiaNecropsia

Cultura / Efeito 
Citopático

Cultura / Efeito 
Citopático HistopatologiaHistopatologiaResultadoResultado
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NPR-ICB/USP

TESTE DE INOCULAÇÃO EM 
CAMUNDONGOS

Período de Observação

 21 dias para cães ,  gatos e humanos 

 30 dias para outras espécies

Camundongo albino suíço 
apresentando sintomas de 
infecção com vírus rábico

(Foto: CCZ-SP)

(Foto: CCZ-SP)

Métodos de Isolamento e 
Cultivo viral

-Permite a produção e isolamento viral

-Possível em:

1. Organismos (larvas de inseto, ratos, coelhos)

2. Ovos embrionados

3. Cultura de células animais

- In vivo

- In vivo

- In vitro
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Inoculação em Ovo Embrionado

Descoberta de forma independente em
1941 por HIRST e McCLELLAND

Hirst GK 1941. Agglutination of red cells by allantoic fluid of chick embryos 
infected with influenza virus. Science 94: 22-23.

McClelland L, Hare R 1941. The adsorption of influenza virus by red cells and a new 

in vitro method of measuring antibodies for influenza virus. Canad J Publ Hlth 32: 530-538.

Inoculação em Ovo Embrionado

A capacidade de certos vírus de se replicar 
em células de ovo embrionado.

Os vírus da influenza e NewCastle são 
inoculados na cavidade alantóica.

 Técnica “Padrão Ouro”
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Ovoscópio (movimentação/vasos sanguíneos do embrião) –

embriões entre 5 a 16 dias;

OVOS EMBRIONADOS

Inoculação em Ovos 
Embrionados
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Marcação do Ovo

Seringas - antibiótico
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Perfuração da casca do OVO

Inoculação das amostras
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Utilização da Parafina

Vias de inoculação de acordo com o tipo de vírus (Ex.:
membrana corioalantóide para herpesvírus);

OVOS EMBRIONADOS
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OVOS EMBRIONADOS
Observa- se alterações no embrião: 
Hemorragias, lesões esbranquiçadas e  morte

• Vantagens:

- econômico;

- utilizável para uma grande variedade de vírus;

- produção de vacinas (influenza A, varíola e febre amarela).

• Desvantagens:

- vírus com alto período de latência;

- necessidade de ovos SPF;

- técnica trabalhosa;

- necessidade de equipamentos específicos.

OVOS EMBRIONADOS
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Teste de Esterilidade

Reação de Hemaglutinação

- Utilizado para vírus hemaglutinantes

. Ligação viral a hemácias animais

. Gera agrupamentos visíveis a olho nú

- +     - +       -
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Hemaglutinação- HA

Y

Y

Hemaglutinina
9 nm

7 µm 7 µm
H5N1

Inibição da Hemaglutinação- HI

7 µm 7 µm

Anticorpos

Y

Y

H5N1

9 nm
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HEMAGGLUTINATION-INHIBITION TEST

Sorologia

- Diagnóstico de infecções virais por medição de resposta de anticorpos

- Diagnóstico importante para viroses que:

1. não podem ser prontamente cultivadas

2. cultivadas lentamente (demora na liberação dos resultados)

3. vírus não cultiváveis

- 2 tipos de anticorpos envolvidos: IgM e IgG

-Evidências sorológicas de infecções agudas
1. Soroconversão
2. Aum/Diminuição títulos Anticorpos
3. Presença de IgM 

- Verificação da [ ] anticorpos em diferentes 
fases da infecção

- aumento em 4x na [ ] indica infecção
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NPR-ICB/USP

Soroneutralização em cultura de células BHK21

(SMITH et al.,1973 / FAVORETTO et al., 1992 / OIE desde 2006) 
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Células Infectadas com vírus da

raiva submetidas a IFDFoto CCZ-PMSP
Foto CCZ-PMSP

Foto CCZ-PMSP

Imunofluorescência
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Imunofluorescência

Imunofluorescência Direta
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Imunofluorescência Direta

Imunofluorescência Direta
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Imunofluorescência Direta

• Leitura

Imunofluorescência Indireta
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Imunofluorescência Indireta

Imunofluorescência Indireta
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Imunofluorescência Indireta

Imunofluorescência Indireta
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Imunofluorescência Indireta

• Leitura

Sorologia

Ensaios indiretos

- imobilização de antígenos virais em meio sólido

- anticorpos específicos do soro de pacientes ou animais se aderem ao antígeno

- anticorpos são detectados por anticorpo anti-anticorpo ligado a uma enzima
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ELISA
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Reação Imunoenzimática: Detecção de antígenos ou anticorpos 

através de conjugação enzimática

ELISA
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Reação Imunoenzimática: Detecção de antígenos ou anticorpos através de 

conjugação enzimática
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ELISA

Detecção de Antígenos 
Virais

Vantagens:

- técnica de resultado rápido

- não requer a presença de vírus viáveis (maior flexibilidade de transporte)

Limitações

- não aplicáveis para todos os vírus

. Ex: Rhinovírus (grupo com 90 sorotipos) e com reação cruzada de anticorpos

. Ex2: presença de substâncias naturais da amostra que interferem na

metodologia
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Microscopia Eletrônica

. Única técnica viável para visualização direta de vírus

. Útil p/ amostras com alta quantidade de partículas virais

- Vantagens

1. Comum p/ todos os vírus

2. Detecção de vírus não cultiváveis

3. Técnica barata qto aos insumos

- Desvantagens

1. Alta capacidade técnica (profissional bem treinado)

2. Baixa sensibilidade (106 partícluas/ml)

Ex: exame de fezes de pacientes com 
gastroenterites por rotavírus

Diagnósticos Moleculares

- Detecção de ácidos nucléicos específicos virais 

. Vantagens

1. Possível detecção de ácidos nucléicos virais de vírus não cultiváveis

2. Grande estabilidade de ácidos nucléicos

3. Alta especificidade

- 2 categorias principais

. Hibridização direta

. Amplificação de um alvo específico
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Extração de ácidos nucléicos

- Isolamento do DNA ou RNA total de uma amostra

Ex: DNA humano + DNA viral + DNA bacteriano

- Existem diferentes metodologias para extração

PCR – POLYMERASE CHAIN REACTION
(Reação em cadeia da DNA polimerase)

Kary B. Mullis
Prêmio Nobel de Química (1993)
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Comparando as Reações

In vivo- Célula In vitro- Microtubo

Helicase
Primase
DNA polimerase
MgCL2

Tampão
dNTP

Desnaturação
Primers
Ampli TAQ DNA polimerase
MgCL2

Tampão
dNTP

64

Bactérias com potencial biotecnológico

Produzem Enzimas específicas - Exemplo: Thermus aquaticus 

Fontes Termais
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Kary B. Muliis - Antes Kary B. Muliis- Depois

www.karymullis.com

Inventor da PCR

Síntese de DNA in vitro

DNA molde

Deoxinucleotídeos (dNTPs)

Oligonucleotídeos (Primers)

DNA polimerase

Tampão (pH e Mg++)

Requerimentos Básicos da PCR
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TERMOCICLADORES

PCR
(Polymerase chain reaction)

Anelamento (50-65 oC)

Desnaturação (95 oC)

Extensão (72 oC) 
C

óp
ia

s 
de

 D
N

A
Ciclos da PCR

PCR
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Corrida em gel de agarose

Detecção do produto
- O produto da PCR tem tamanho 
conhecido, podendo ser detectado 
de gel agarose através da 
comparação com marcador de peso 
molecular

Gel de Agarose

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

1000 pb

1000 pb

Gel do 1ºPCR
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Gel de Agarose

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
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PCR – Exemplo Resultado

PCR RSV
Valor esperado: 380pb

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

100pb

200pb

400pb380pb

PCR Multiplex

- Simultaneamente, com alvos de DNA de diferentes vírus

- Requerimentos

1. Cada par de primers requer condições ótimas específicas, sendo 

necessário que estas condições sejam próximas no multiplex 

2. Produtos gerados devem ter tamanhos diferenciados

3. Não deve ocorrer associações entre os diferentes pares de primers
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PCR Multiplex

Real-Time RT-PCR

Taq Man Sybr Green

Sistemas de Detecção
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Tipos de PCR em tempo real

• Sem sonda (SYBR Green)

• Com sonda (Taqman, Molecular Beacons, outras)

Sybr Green

 Material Fluorescente 

 Intercalante de DNA Fita dupla

 Permite fazer curva de dissociação
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Método SYBR Green

Detecção de primer dimer através da 
análise da curva de fusão

Reações 
otimizadas

Reações 
Não-otimizadas

Primers dimers e produtos 
inespecíficos têm temperaturas de 
fusão distintas à do produto específico
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Sonda- TaqMan

 Probe Fluorescente

 Possui moléculas especiais (Reporter-Quencher)  

 Alta especificidade
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Características
• Permite quantificar

• Mais sensível

• Pode ser mais específico (com uso de 
sonda)

• Dispensa a verificação da amplificação 
através de eletroforese em gel de agarose

PCR em tempo real ou PCR quantitativo 
(qPCR)

• Método que permite acompanhar a reação de amplificação 
em tempo real, através da medição da fluorescência 
emitida

• A intensidade da fluorescência é proporcional à quantidade 
de DNA amplificado

• Mas qual é a vantagem de poder acompanhar a reação de 
amplificação a cada ciclo?
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PCR em tempo real ou PCR quantitativo (qPCR)

• O acompanhamento ciclo-a-ciclo permite verificar 
quando a reação de amplificação atinge a fase 
exponencial

• Quanto antes se atinge a fase exponencial, maior a 
concentração do DNA inicial

PCR Quantitativo – Real Time

PCR REAL TIME 
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RT-PCR para detecção do vírus X

1        2        3       4        5         6

Qual amostra tem maior quantidade do vírus Patogênico?

RT-PCR para detecção do vírus X

Qual amostra amplificou maior quantidade de DNA?

Qual amostra tem maior quantidade do vírus X?
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Sequenciamento
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Detection of emergent viruses in Brazilian bats by Real-time PCR & NGS.
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93

Hantavirus em casos Humanos no Brasil

94
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Obrigado pela atenção!

E-mail: jansentequila@usp.br


