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Envio de Material para ow

Ficha Epidemiologica

Todo material deve ser acompanhado de
ficha epidemiolégica completa:

- nome e endereco do solicitante

- espécie do animal e histérico do caso

- existéncia ou nao de vitima

- se houve observacao do animal doente

- qual o periodo

- se 0 animal foi sacrificado ou morreu naturalmente.

NORMAS DA O.M.S. PARA 1
DE SUBSTANCIAS INFECCIOSAS =

2nos (virus pr
Sit :

NPR-ICB/USP
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*Cuidados que assegurem integridade,
conservacao e inviolabilidade 2z~

Foto CCZ-PMSP

Foto CCZ-PMSP

NPR-ICB/USP

ACONDICIONAMENTO DE SUB!
INFECCIOSA PARA TRANSPORTE |

Fonte: Laboratory biosafety manual, second edition, WWHO1993.
NPR-ICB/USP
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Diagnostico Laboratorial de virus

> Métodos classicos

> Isolamento e Identificagao viral

1. Culturas Celulares

2. Ovos embrionados

1. Inoculagao em animais ‘
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Isolamento em cultura de

U Neuroblastoma de camundongos (N2a)
U Virus da raiva

NPR-ICB/USP

- Método altamente desenvolvido para células humanas e animais

- Células sao cultivadas em meios de cultura contendo nutrientes essenciais

Viruses supported

Monkey kidney Influenza
Parainfluenza ‘

Enteroviruses
Rabbit kidney Herpes simplex
Human embryonic kidney Adenovirus 1

human or animal human or animal

Normal cells from ‘ Cancer cells from

Enteroviruses

Diploid )
Fibroblast Cytomegalovirus Primary cell culture
Varicella-zoster
Herpes simplex
Rhinovirus subculture
Enteroviruses (some)
Adenovirus
Respiratory syncytial v
Cell line
Continuous
HEp-2 Respiratory syncytial
Adenovirus
Herpes simplex
Parainfluenza (some)

ation using
a chemical
Enteroviruses (some)
A549 Herpes simplex Gontintious celllline
Adenovirus
Enteroviruses
Influenza
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Cultivo em células a
Efeito citopatico

- Diagnostico baseado na presenca de alteragdes na cultura celular

- Diferentes efeitos citopaticos sdo observados para diferentes virus

Cytopathic Changes In Selected Virus-Infected Animal Cells

Virus Response in Animal Cell

Smallpox virus Cells round up; inclusions appear in
cytoplasm

Herpes simplex Cells fuse to form multinucleated giant cells;
nuclear inclusions

Adenovirus Clumping of cells; nuclear inclusions

Poliovirus Cell lysis; no inclusions : C+ Herpes:

Reovirus Cell enlargement; vacuoles and inclusions in -
cytoplasm 400X
Influenza virus Cells round up; no inclusions %
Rabies virus No change in cell shape; cytoplasmic
inclusions (Negri bodies)
HIV Giant cells with numerous nuclei
{multinucleate )

Cultivo em células a

Table 1.1 Virus isolation

Advantages Disadvantages Desvantagens adicionai

Sensitive NGRS RSl - Nem todos os virus sdo cultivaveis

‘Catch all’ Labour intensive

(:el;emm\ isolate for further  Multiple cell lines required caracteristico
study

o s - Depende de virus viaveis
Detects *viable’ virus
Adaptation for rapid result . Resu_ltado demorado p/ alguns
tipos virais

- Nem todos os virus produzem efeito

Time Required to Detect Viruses in Cell Culture

Virus Number of isolates Earliest day positive Day when 50% positive Day when 90% positive

] Herpes simplex 512
Varicella-zoster 30*
Cytomegalovirus 116"
Adenovirus 125*
Enteroviruses 85
Respiratory syncytial 708
Influenza 61!
Parainfluenza 1047
Rhinovirus 130

S B R R R 0 T
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Isolamento em cultura dw
: A

0 BHK-21
A Virus da raiva

A sensibilidade
A especificidade

® Tempo reduzido para obtencao
de resultados ( 2 a 3 dias)

NPR-ICB/USP

¥ g

A
ARy

Corpusculos de Neé’n’

- A0 .
Fotos: www.patologiaveterinaria.com
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I
IMUNOFLUORESCENCIw ——&

Foto: CCZ-SP

Imunofluorescéncia Direta - IFD (foto).

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

NPR-ICB/USP

J
Cultivo em célulasw

HEMADSORCAO

- Utilizado para virus hemaglutinantes que nao geram efeito citopatico

Ex: Influenza e Parainfluenza

- Testes de aderéncia de hemacias em células infectadas ou virions
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Diagnostico Laborateral de virus
ANIMAIS VIVOS

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

Inoculagdo Sintomas _ Necropsia

p

_ Cultura / Efeito
Resultado Citopatico

_ Histopatologia

PiEgmestico Laboratoral de WS

)

10
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TESTE DE INOCULAGA
CAMUNDONGOS

Periodo de Observacao
» 21 dias para caes, gatos e humanos

» 30 dias para outras espécies

(Foto: CCZ-SP)

Camundongo albino suico
apresentando sintomas de
— infecc&o com virus rabico

(Foto: CCZ-SP)

NPR-ICB/USP

Métodos de Isolamew
Cultivo viral 5% u

-Permite a producéao e isolamento viral

-Possivel em:
1. Organismos (larvas de inseto, ratos, coelhos) - /n vivo
2. Ovos embrionados - In vivo

3. Cultura de células animais - In vitro

chorioallantoic membrane

11
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I
Inoculagao em Ovo Ew

Descoberta de forma independente em
1941 por HIRST e McCLELLAND

—'——ﬂ

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 Hith 32: 530-538.

I
nocuiao em Ovo EMBFGRRRR —

— A capacidade de certos virus de se replicar
em células de ovo embrionado.

—>Os virus da influenza e NewCastle sdo
~ inoculados na cavidade alantoica.

- Técnica “Padrao Ouro”

12
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Diagnostico Laborateral de virus
OVOS EMBRIONADOS

Ovoscopio (movimentagao/vasos sanguineos do embrido) —

embrides entre 5 a 16 dias;

Inoculagao em Ov
Embrionados

amniotoic cavity

allantoic cavity

yolk sac

chorioallantoic membrane

13
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I
Marcacao dow ———@

-
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1
Perfuragio da caéw ———@

-
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Diagnéstice Laboratorial cde virus
OVOS EMBRIONADOS

Vias de inoculagdo de acordo com o tipo de virus (Ex.:
membrana corioalantéide para herpesvirus);

i Cavidade Lo I
Casca Embriao Graiites Inoculation of an egg
| Albumina f \ ’“ S ! |
f (5 i J
S| Cavidade
: w&jide
Saco da gema Membrana

corio-alantdide

17/06/2025
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Diagnostico Laborateral de virus

OVOS EMBRIONADOS

Observa- se alteragdes no embrido:
Hemorragias, lesdes esbranquigcadas e morte

Lesdes esbranquicadas

Lesdes hemorragicas

Diagnéstico Laboratorial cde virus
OVOS EMBRIONADO

+ Vantagens:
- econbmico;
- utilizavel para uma grande variedade de virus;

- produgéo de vacinas (influenza A, variola e febre amarela).

+ Desvantagens: !
- virus com alto periodo de laténcia; |
- necessidade de ovos SPF; |
- técnica trabalhosa;

- necessidade de equipamentos especificos.

17
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- Utilizado para virus hemaglutinantes

. Ligagao viral a hemacias animais

. Gera agrupamentos visiveis a olho nu

+

Hemaglutinagiio

Fig. 4.1 Esquema da Reagio de Hemaglutinagio (HA).

18
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Hemaglutinagdo- HA

Hemaglutinina
9 nm

Y F ,.
7 ~x
1A

7 ym 7 um
H5N1

Inibigcdo da Hemaglutinagao- HI

Anticorpos

19



HEMAGGLUTINATION-INHIBITION TEST

Sorologia

- Diagnéstico de infecgdes virais por medicéo de resposta de anticorpos

- Diagnéstico importante para viroses que:
1. nado podem ser prontamente cultivadas
2. cultivadas lentamente (demora na liberagéo dos resultados)
3. virus néo cultivaveis
- 2 tipos de anticorpos envolvidos: IgM e 1gG
Smpens -Evidéncias sorolégicas de infecgdes agudas
1. Soroconversao

2. Aum/Diminuicéo titulos Anticorpos
3. Presenca de IgM

Antibody response

- Verificagdo da [ ] anticorpos em diferentes

fases da infeccéo
Time - aumento em 4x na [ ] indica infeccao

Figure 1.1 Typical evolution of antibody responses following
an acute viral infection

17/06/2025
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I
Soroneutralizacdo em culturad?

(SMITH et al.,1973 / FAVORETTO et al., 1992 / OIE‘ :OQ

Prova in vitro — Detecgao de anticorpos neutralizantes

o A sensibilidade A especificidade

o Tempo para obtencéao de resultados
(48 horas )

Células Infectadas com virus da

Foto CCZ-PMSP . -
Foto CCZ-PMSP raiva submetidas a IFD

NPR-ICB/USP

Diagnéstico Laberatertal de virus
Imunofluorescéncia

21



Diagnéstice Laboratortal de virus
Imunofluorescéncia

-

Membrana Celular

Citoplasma

" Nicleo

Imunofluorescéncia Direta
Célula Nao Infectada Célula Infectada
/'— —
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Anticorpo l AL
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A Antigeno % /
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Imunofluorescéncia Direta

Anticorpo Primdario
— T

— ~~
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Nucleo
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Imunofluorescéncia Direta

e Leitura - ~ \h\h\ +
/ 4 A AN

/ A o\

-0
¢

Nucleo

Diagnostice Laberaterial de virus
Imunofluorescéncia Indireta

Célula Nao Infectada Célula Infectada
/— —

i .
/ FRERN
4 Yo7 N\
/ N
/ /-‘ Nucleo ” "?"

Anticorpo |

Secunddrio Virus
J/Amz\i
Anticorpo Antigeno |
Primdrio '»\x
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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
Imunofluorescéncia Indireta

Célula Ndo Infectada Célula Infectada

e Leitura —~ | -
_ 7 ~N +

/ %}g A z; \
/ el I NG \

Sorologia

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

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

Color

ooo0
Substrate 835 == &
oo change

—E
Enzyme-labeled
anfiimmunoglobulin

Antiviral antibodies
in patient’s serum
Viral antigen
bound fo
solid surface

Figure 1.15  Indirect enzyme

17/06/2025
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Diagnostice Laboratorial de virus
ELISA

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

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: Detecgcdo 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

28
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Diagnostice Laboratorial de virus

ELISA

Detecgao de Antigw
Virais $55 .

Direct Test Indirect Test

second

antibody !
anti-virus \\

antibody |4
Vantagens: virus antigen )\ /)

P

- técnica de resultado rapido

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

- ndo aplicaveis para todos os virus

. Ex: Rhinovirus (grupo com 90 sorotipos) e com reagéo cruzada de anticorpos
. Ex2: presenca de substancias naturais da amostra que interferem na

metodologia

29



Microscopia Eletronica

g

. Unica técnica viavel para visualizagéo direta de virus
K

. Util p/ amostras com alta quantidade de particulas virais

Ex: exame de fezes de pacientes com
gastroenterites por rotavirus

) Electron microscope is used to view virus directly.

Rotavirus Hepatitis B

- Vantagens
1. Comum p/ todos os virus
2. Deteccédo de virus néo cultivaveis
3. Técnica barata qto aos insumos

Dane Filament

- Desvantagens patticle

1. Alta capacidade técnica (profissional bem treinado)

2. Baixa sensibilidade (10° particluas/ml)

Diagnésticos Moiecma |
! -

- Deteccgéo de acidos nucléicos especificos virais

. Vantagens
1. Possivel deteccao de acidos nucléicos virais de virus n&o cultivaveis
2. Grande estabilidade de acidos nucléicos

3. Alta especificidade

- 2 categorias principais
. Hibridizacao direta

. Amplificacéo de um alvo especifico

17/06/2025
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Extracao de acidos w

- Isolamento do DNA ou RNA total de uma amostra

Ex: DNA humano + DNA viral + DNA bacteriano

- Existem diferentes metodologias para extracéo

DNAIn
> aqueous
solution.

Diagnéstico Laboratorial cde virus

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

Kary B. Mullis
Prémio Nobel de Quimica (1993)

31



Diagnostico Laborateral de virus

In vivo- Célula

Helicase
Primase

DNA polimerase
MgCL,

Tampao

dNTP

Comparando as Reagdes

In vitro- Microtubo

Desnaturacao

Primers

Ampli TAQ DNA polimerase
MgCL,

Tampio

dNTP

Bactérias com potencial biotecnolégico

Produzem Enzimas especificas - Exemplo: Thermus aquaticus

Fontes Termais

64

17/06/2025

32



17/06/2025

Diagnostico Laboratorial de virus

Inventor da PCR

DANCInG Na ke
woee MDD FiGLD

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*™)

33



PCR

(Polymerase chain reaction)

Desnaturacio (95 °C)

L | <
» Anelamento (50-65 °C) Z
« p
[ ] 2
]
3
[ ]
| o -
2 Extensao (72 °C) Ciclos da PCR
K 4

PCR

Table 7.2 Elements of a PCR Cycle

Step Temperature ("C) Time (sec)
Denaturation 90-96 20-60
Annealing 50-70 20-90
Extension 68-75 10-60

100

Typical PCR Profile

Denature (94°C) T ) Denature (94°C)
y N
‘/ = \\
80 ;
{ Jg \
[fF z
;chmp Elongation (72°C) z
\ E]

60

/

\ &
A =
= 5
2

T xaneallag (54:C)

30 0 60
Time (sec)

0

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

17/06/2025
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Detecgao do produto

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

Gel de Agarose

17/06/2025
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Diagnostico Laborateral de virus

>

Gel de Agarose

Diagnéstico Laboratorial cde virus

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

Ethidium-Gel
Detection

Log [DNA]

Exponential
High precision
I

Cycle #

17/06/2025
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i

PCR RSV Valor esperado: 380pb

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

PCR Multiplex :‘q -

- Simultaneamente, com alvos de DNA de diferentes virus

- Requerimentos
1. Cada par de primers requer condi¢gées 6timas especificas, sendo
necessario que estas condi¢cées sejam proximas no multiplex

2. Produtos gerados devem ter tamanhos diferenciados

3. Nao deve ocorrer associagoes entre os diferentes pares de primers

17/06/2025
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A - Adeno
P - Polioma

(I

Foto: IMTSP - Lab. de Virologia

Real-Time RT-PCR

Sistemas de Detecgao

R
Mien

Sybr Green

T TR

17/06/2025
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Diagnostico Laborateral 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 dissociacio

39



Diagnostico Laborateral de virus

Método SYBR Green

Step 1: Reaction setup
The SYBR® Green | dye
fluoresces when bound to
double-stranded DNA.

® ® Step 2: Denaturation
® °® When the DNA is denatured into
—— single-stranded DNA, the
SYBR® Green | dye is released and
the fluorescence is drastically reduced.

Step 3: Polymerization
During extension, primers
anneal and PCR product
is 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 fusdo

a).

&

Cycle Number

et Arpilaton,

Reacdes Reagoes
otimizadas Nio-otimizadas

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

Temperature (°C)

17/06/2025
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Sonda- TagMan

Probe Fluorescente
Possui moléculas especiais { epotter-Quencher))

Alta especificidade

o .

T Ty ek

Lt TP ML W

41



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¢do de amplificacdao
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?

17/06/2025
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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
concentracdo do DNA inicial

Fluorescence (F1)

Cycle Number

/
/ /’ /
. /
103/ 107/ 105 105/104/ 103/ 102/ 10! itial number ¢
/ ’r’ “ copies o
/ /
/

17/06/2025
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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

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?

17/06/2025
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Sequenciamento

5100 Goneto Analaar

60 k] a0 an 100 110 130 140
GCCTG ATGTACCANTTGCCC TTG TAGG TTTTGCAC TATAGG G TAATTTTGGC TGACCTTGCTGCTTTTTTCTGCGTC CAGC TG

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

Orgaos do Governo  Acesso a Informacao  Legislacdo  Acessibilidade [)] Entrar

Ministerio da Ciéncia. Tecnologia e Inovagoes 0 que vocé procura? Q

a Assuntos Noticias 2021 05 Rede PREVIR-MCTl identifica e sequencia genoma de coronavirus em amostras de morcegos

REDEVIRUS MCTI

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

Identificaco foi realizada por meio de exames
estado de Pernambuco

e ke ARV TS

AGTI7A7.L 119w b e B2 L

KTI5T280.1 275E st b 5 V/BUCE FIDL Hipesidercn ssae Ghana 011
4.1 Human ontnayt 229 sote HICES2

[y
Publicado em 12/05/202119h11  Atualizado em 18/06/2C NI -

Phytastomus has ’ z
o oo e e Alphacoronavirus

oo ChnakC1- 22018
KTOZ7I96.1 Swineartce by ZTISSRI2002
e

Betacoronavirus

[ ————
NC 0062111 Hurman corcmasis OCH s ATCCYRLISS
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Hantaviruses is an emerging infectious dis-  oceur. Virus transmission takes place via the inhala-
ease. Although HCPS has been reported in tion of aerosols from urine or excreta or through
several regions of Brazil, more cases of HCPS  direct physical contact with infected animals [Fig-
have recently been reported in Minas Gerais ueiredo et al,2010]. These viruses can be life threat-

Minas Gerais

® Araraquara fike
@ Juquitiba ke
@ No sequence

1 Deatns

Fig. 1. Confirmed cases of hantavirus from Minas Gerais State. Circled regions on the map
represent the locations where the presence of hantavirus in the serum of patients with
suspected infection was confirmed using real-time RT-PCR. Blue circles show the JUQV cases,
and red circles show the ARAV cases. The dead are represented by () inside circles.
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