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Diagnostico Virologico
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Por que e quando solicitar diagnaostico virologico? 4

Auxilio no diagnéstico clinico: determinacdo do agente causal em casos de infeccdes
humanas, animais e plantas.

Verificar resposta vacinal.

Vigilancia epidemiolégica: ex:febre amarela — diagndstico clinico de um caso
suspeito deve ser confirmado em laboratério.

Estudos epidemioldgicos: conhecer a prevaléncia de uma determinada virose.
Iniciar tratamento especifico: Herpesvirus, HIV, HCV

Triagem de doadores de sangue e 0rgaos : Hepatite B e C, HIV




DIAGNOSTICO VIROLOGICO
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\Dmgnosnco cllnlco Diagndstico laboratorial %

Métodos diretos Métodos indiretos

* Isolamento viral *Pesquisa de anticorpos

» Pesquisa de antigenos

» Pesquisa do genoma viral

* Microscopia eletronica \2, Ez/
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Amostras clinicas

Log antibody level

Replicacéo viral

Fase aguda: fase sintomatica presente nos primeiros dias da doenca. Ha

replicacao viral e, em muitos casos, ainda nao houve producao de anticorpos.

- Pesquisa de virus, antigenos ou genoma viral na amostra clinica.

- Coletar da amostra clinica depende do tropismo do virus suspeito.

Apos fase aguda: coleta de sangue para pesquisa de anticorpos (sorologia).



Amostras clinicas
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Metodos Classicos de Diagndstico Virologico

1. Isolamento do virus a partir da amostra clinica em sistemas
hospedeiros: PADRAO OURO

(_M* » Animais de laboratorio (desuso)

* Cultivo celular

 Ovos embrionados




Ovos embrionados

« Diagnostico: isolamento de alguns virus a partir de amostra clinica

Ex: Febre Amarela, Influenza humano, Influenza aviario, Poxvirus
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Cultura de células

E o termo utilizado para se referir as células quando estas est&o

sendo cultivadas in vitro.

Para isolamento de cada
tipo de virus devemos
usar uma cultura de

células especifica




Obtencao dos cultivos celulares
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Meio de cultura

Inoculacdo da amostra clinica:




Cultivos celulares

Efeito citopatico (ECP). alteracdes celulares que surgem em decorréncia da

infeccao e replicacao viral. ; .
¢ plcag Virus que nao causam ECP

Virus que causam ECP

Célula nao infectada
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ldentificag@o por outros métodos laboratoriais




Microscopia eletronica

* Permite observar a morfologia do virus
« Amostras para diagnostico:
- liquido vesicular: herpesvirus, poxvirus

- material fecal: rotavirus

Rotavirus
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Métodos imunoldgicos
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Permitem detectar antigenos virais (metodos diretos) S, 2
ou &7

Anticorpos (metodos indiretos/sorologia) “§/

o

Imunofluorescéncia direta (IFD) ou indireta (IFI)
Elisa direto (ED) ou indireto (EI)

Reacao de Inibicao da Hemaglutinacao (HI)
Radioimunoensaio (RIE)

Testes imunocromatograficos

Western-Blot (WB)



Meétodos indiretos: SOROLOGIA

> Utilizacao frequente para diagnostico:

Existem alguns virus que nao podem ser_isolados em sistemas

hospedeiros e, muitas vezes, o isolamento viral é dificil e

demorado.

> Determinacao de imunidade prévia (ex: resposta vacinal)
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> Identificar infeccao ativa ou passada



Imunofluorescéncia

Ex: Imunofluorescéncia direta para deteccao de antigenos virais em ceélula infectada

IFD positiva

Anticorpo conjugado com
fluoresceina

Antigeno
viral

Microscopio de fluorescéncia



Imunofluorescéncia

Ex: Deteccao de virus da Raiva em tecido cerebral

Identificacao de virus Influenza em aspirado de nasofaringe




Ensaio Imunoenzimatico (ELISA ou EIA)

« Teste muito utilizado em laboratérios de diagnaostico.

 Pode ser feita para a identificacdo de antigenos ou anticorpos, e ainda

permite a diferenciacao de classe do anticorpo (IgM ou IgG).

A escolha do kit a ser usado depende da suspeita clinica.
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Elisa indireto para deteccao de Acs

Placa
sensibilizada

Amostra positiva
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Diagnostico Molecular

« Principio: Todo ser vivo tem sequéncias de acido nucléico que séo

especificas e podem ser detectadas por uma reacao de hibridizacdo ou de

amplificacao

« Técnicas que podem ser utilizadas: Reacao em cadeia polimerase (PCR)

Hibridizacao in situ, Southern Blot, Captura Hibrida

« Estudo de virus que nédo podem ser isolados em sistemas

hospedeiros (Ex: Papilomavirus, Rotavirus)



Hibridizacao in situ

- Feita em cultivos celulares, cortes de tecidos ou esfregacos

- Hibridizacao do genoma viral com sondas complementares marcadas com

enzimas.

HIBRIDIZACAO DE ACIDO NUCLEICO
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Hibridizacao in situ Para deteccao de
HPV em esfregaco cervical

Locais onde
ocorreu Hibridizacao

Fonte:www.scielo.com



Deteccéao de acido nucléico viral (PCR)

DNA polimerase

DNA alvo

primer >

Laboratério de Diagndstico Viroldgico - UFF



Fundamentos da técnica

« Deteccao e amplificacao de um fragmento especifico
de DNA catalisada pela DNA-polimerase a partir de
primers ou iniciadores.

* Os primers sao seq. de nucleotideos e devem ser
desenhados de acordo com a sequéncia a ser
amplificada (target)



Primer3 Output

Mo mispriming library specified
Using 1-based sequence positions

OLIGO start _len tm gch any 3' seq
LEFT PRIMER 78 28 6a.26 55.88 4.88 2.80 COCCAGACACTCTTGCAGAT
RIGHT PRIMER 254 28 58.15 45.88 4.8 0.80 AGOTTTTOOOAAACAAGAGGE

SEQUENCE S5IZE: 472
INCLUDED REGION S5IZE: 472

PRODUCT SIZE: 185, PAIR ANY COMPL: £.88, PAIR 3' COMPL: @.08
1 AATCTGAGCCAAGTAGAAGACCTTTTCCCCTCCTACCCCTACTTTCTAAGTCACAGAGET
6l TTTTTGTTCCCCCAGACACTCTTOCAGAT TAGTCCAGGCAGARACAGTTAGATGTCCCCA
PEEBEERRRRRRERRR Y
121 GTTAACCTCCTATTTGACACCACTEATTACCCCATTGATAGTCACACTTTGGGTTGTAAG
181 TGACTTTTTATTTATTTGTATTTTTGACTGCAT TAAGAGGTCTCTAGTTTTTTACCTCTT
LS £ L4

241 GTTTCCCAAAACCTAATAAGTAACTAATGCACAGAGCACATTOATTTGTATTTATTCTAT
LA (ALL

331 TTTTAGACATAATTTATTAGCATGCATOAGCAAATT AAGARAAACAACAACAAATOAATE

361 CATATATATOTATATGTATGTGTGTATATATACATATATATATATATATTTTTTITCTTIT

421 CTTACCAGAAGGTTTTAATCCAAATCAGGAGAAGATATGCTTAGAACTGAGS

KEYS (in order of precedence):
Ferrr» left primer
€<<<<< right primer

ADDITICMAL OLIGOS

start _len tm ok any 1 seq
1 LEFT PRIMER 62 20 59.94 S@.08 3.00 1.08 TTTTGTTCCCCCAGACACTC
RIGHT PRIMER 288 20 57.83 45.08 4.00 3.00 CAAATCAATGTGCTCTGTGC

PRODUCT SIZE: 227, PAIR ANY COMPL: 5.8@, PAIR 3" COMPL: 2.8@



Isolamento do Genoma

Retira-se uma aliguota da amostras clinica

O patogeno é lisado

O genoma é extraido e resuspendido

Kits de extracdo de RNA e DNA estao disponiveis
No mercado




O PCR

Uma aliquota do genoma viral € adicionada
a mistura de PCR (master mix)

O master mix contém os reagentes
necessarios para a sintese in vitro do DNA

O tubo é submetido aos ciclos do PCR
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DNA gendmico
Taq polimerase
Primers
Tampao
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PCR- CICLOS

A amostra clinica deve ser submetida a 25-40 ciclos
repetitivos de:

»Desnaturacao (abertura da dupla fita)
Aguecimento por cerca de 95°C.

» Anelamento
Temperaturas entre 40-70°C (meédia de 55°C)

> Extensao

Tag DNA polimerase atinge sua temperatura 6tima
a /2°C.



PCR ITaq DNA pol. AT C G

AACG  TAGC

Primer  primer anti-

SENso Senso
05°C 5miIn

TAGC AACG
42°C 20 seq.

!

TAGC AACLG




PCR

AACG

1 72°C 20 seq.

BTGCAAGCTACGTTTAGC

TAGC

AACGTTCGATGCAATTG

950C 30 seg.
42°C 20 seg.
72°C 60 seg.



METODOLOGIA DA PCR

Ciclos Amplicons

TS

1'Gidi0 2 2 Amplicons

QXTI Y XUl
2 ciclos = 4 Amplicons

DAL AN DA DA DA DA

30bbs=8AmmmmB
et AR ANt DRl
4 ciclos = 16 Amplicon

DR DA M e

5 ciclos = 32 Amplicons
B A e 32
6 ciclos = 64 Amplicons

7 ciclos = 128 Amplicons

s AP A

1 2

2 4

3 8

4 16

5 32

6 64

20 1,048,576

30 1,073,741,824




« O fragmento gerado
apos este processo
chama-se
AMPLICOM

=
=

 Usualmente o
amplicom pode ser
visualizado através
de eletroforese em
gel de agarose
corado com brometo
de etideo, iluminado
por luz U.V.




Prevencao e controle das
viroses




Prevencao e controle das viroses

Cadeia do processo infeccioso

ldentificacao de pontos frageis que sejam passiveis de
Intervencao, visando ao controle e prevencao das
doencas.

ldentificacao das formas de transmissao



Estratégias de prevencao e controle das viroses

Quarentena e isolamento
Medidas higiénicas e sanitarias (Hepatite A, Rotavirus, SARS)

Controle de vetores (Dengue, febre amarela e raiva)

Mudanca de comportamento (HIV, HBV e HPV)

Vacinacao (Rubéola, Sarampo, Variola)



Quarentena

= [solamento fisico de pessoas com suspeita de infecgao.

= Febre Amarela: 13 infeccao viral onde tentou-se utilizar a
quarentena como forma de prevencao.

= Controle de viroses sem infecgdes subclinicas e quando nao ha

eliminacao viral antes dos sintomas.

"O Rio apresentava focos permanentes de difteria, malaria, tuberculose, lepra, tifo, mas suas ameacas mais
aflitivas eram a variola e a febre amarela, que todo verédo se espalhavam pela cidade como uma maldicéo.

Por isso a cidade tinha, desde o século XIX, a indesejavel reputacdo de 'ttmulo do estrangeiro'.

Febre amarela no Brasil

Fonte: www.almanaquedacomunicacao.com.br
Fonte: www.almanaquedacomunicacao.com.br



Quarentena
SARS (Sindrome Respiratoria Aguda Severa): 10 dias apos a resolucéo da febre

+ Tailandia \

+ Malasia

+ Cingapura
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Ebola

« auto-observacéo por 21 dias (CDC)

« fim da transmissao: 42 dias (2 X periodo de incubacéao do virus) +
90 dias de vigilancia intensa

Phase 3

3 objectives

-To interrupt all remaining chains of Ebola transmission.
-To respond to the consequences of residual risks.

-To work on health systems recovery.

Sierra Leone village in quarantine after
Ebola death

(O § Segpennber 20

CDC Rejects Mandatory Ebola Quarantines

‘,.,




Isolamento

Pessoas ou animais sabidamente infectados

O isolamento permite o cuidado especializados para pessoas que estao doentes,
e protege as pessoas saudaveis de ficarem doente.

Pode ser compulsorio ou sugerido




Mudancas no estilo de vida
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Medidas higiénicas e sanitarias
Ex: Hepatite A




Vacinacao

Principal forma de controlar e erradicar uma doenca!!!

Polio cases in the world in 2015

Wild Poliovirus & cVDPV Cases’, 2015
01 January—31 December

R 5 e e
elx . £
- A '
) N - "
5 = ke 52 il
/ 5 ! . = e
¢ b ) o {
2 L 220
=} . 2 & s
& & >
.’ > N R S X
o s W | 2 s A
= W\ < 27 —~>7")
| LA "R 2 & .
=i - L3 J \*‘L‘i% P o \ f,‘J
| I " \ . ; 1 { Lo -
) | o J e Y - ! p Ny LN
Fonte: WWW.UnOStamp.nI TG 3 7~ X ) £ ; | J Gt
sl / Yy = 3 1 . £ > / = S/
'\ “-"" ,/LL,.'v'r"' \ e 7!. w5
Qy A i
- e - N ; l‘ \
Fd L B8
o~ & i RS
e Nl
¢ . k
1 W .
M L,
4N 1 /r\.
™ ¢ .
| i~
4 -

o Wild poliovirus type 1 (N=71)
o cVDPV1 (N=18)
o cVDPV2 (N=9)

BRASIL LIV_.RE DA RUBEOLA (5] s cmes

1gxcludes viruses detected from environmental surveillance.
S5 VOCE TEW TNTRE 20 € 29 1005, VICINE5¢ 4]0

Data in WHO HQ as of 12 January 2015

Fonte:www.svs.gov.bt
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Rubéola: Brasil recebeu da OMS o Certificado
de Eliminagao da doenca

Por: Mairs Menpszes (10CFlocree)

A rubeida & A sindiome

18 rubecin congenila sstan aficabments sliminadas
no Brasil o nos demais pames das Americas, Nesta quarta-feira, 2712, ¢
Minhterio da Saude (M5) brasilelro recebau o Lertiticado de Eliminacho da
doenca da Organizacho Mundlal da Saude [OMS) &m wma cerimonta
realizaca em Brasilia. Os ultimos casos de trapsmissao do ruteocia o da

sindrome da rubscly congénita mo pals acorreram am 2

R B N0%,
respectivaments. “A sliminacao dessas doencas nos delan muito felizes, A

rubeola cc

ma I L infeccan

beanda, mas,

quando ocomets gravidas,

05 bebes podem ocessavolver a sindrome da rubsola congénita, que p

causar malformacors cardiacas e catarata”™, afirmou a virologista Mariida

Siquelra, chefe do Laboratorin de Virus Respiratora « Sarampo do Institut

Oswaldo Crie (OC/Fleciuz). Ela ¢ membira do Comité Internackinal ¢=

woclalistas para Eliminacao do Sarampa o Rubeola nas Americas

Surto de caxumba é o maior desde 2008

Falta de vacinagdo das duas doses necessarias para a imunizacdo & um dos motives do

aumento dos cascs
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ESTADM conteudo

Para se prévenin conlra a caxumda & preciso 1omar duas doses da vacina
Marvein Camaipo / Agénoa Brass

SAUDE

Saiba como sera a vacinacgao
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HISTORICO

Século XI: Variolagdo originada na China se difunde para o

Ocidente e é aprimorada.




HISTORICO

1798: Edward Jenner inoculou
material das maos de ordenhadoras
(Cowpox) e desafiou uma crianca

com variola (Smallpox)




Vacinacao

Secondary response

Exposura 1o
infaction
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O QUE ESPERAR DE UMA VACINA?

* Imunidade prolongada

Desenvolvimento de resposta imune celular e humoral

e Seguranca

» Efeitos colaterais minimos

» Estabilidade

Efcitos colaterais graves
* Reagio alérgica grave (anafilatica)
¢ ocotre em aproximadaments | em cada 131,000 dosss aphcadas
* Reagdes no sistema nervoso central (encefalite)
@ cerca de | caso para cada 150.000 - 250,000 doses
+ Comprometimento de multiplos drgios com o virus vacinal da febre amarela
@ aproxsmadaments | caso para cada 200.000 . 300 000 doses
o acumn de 60 anos cerca de | caso para cada $0.000 - 30.000 doses)

@ mass da metade dos mdsviduos com febre amarela vacmal evolusm para o obsto

 Facil producao e baixo custo




Tipos de vacinas virais

« Vacinas atenuadas (MMRV; FA; VOP, Rota)
« Vacinas inativadas

- Virus completo (VIP)

- Vacinas de subunidades (FluV)

- Vacinas recombinantes (HBV)

- Virus like particles (VLP) (HPV)

- Vacinas de DNA



Mudancas no calendario vacinal
2016/2017

HBV: Irrestrito
HAV: 9 meses de idade

HPV: 2 doses e nao mais 3 (até 14 anos
e nao mais de 9 a 13 anos)

POV: VIP como vacina principal (3 doses).
VOP como reforco




Seis vacinas terao seu
publico-alvo ampliado em 2017

Hepatite A: criancas (aos15 meses)

Tetra Viral (sarampo, rubéola, caxumba e varicela):
criancas

Meningococica C: criancas e adolescentes
dTpa (difteria, coqueluche e tétano): gestantes

Triplice viral (sarampo, rubéola e caxumba):
adultos

HPV: meninos, pessoas vivendo com HIV/aids e
imunussuprimidos (pessoas transplantadas)

v vV Vv v v Vv



VACINAS ATENUADAS

"\ q YACCINE

&%

« Contém o virus atenuado, derivado do virus selvagem

» Atenuacao: perda da viruléncia sem perda da infectividade

Virus selvagem
VIRULENTO
E
IMUNOGENICO

Atenuacao

Virus atenuado

4

NAO VIRULENTO
E
IMUNOGENICO



Desvantagens

 Labil;: rede de frio

 Reversao a viruléncia

* Nao pode ser aplicada em gravidas e imunocomprometidos

« Reassortment com virus selvagens



VACINAS INATIVADAS

infectividade, mas nao a imunogenicidade.

==

= Administracao por via intramuscular

= Virus inativados ndao sao muito imunogénicos

. Vaccine

“?‘Tﬂhi%—-—l

= Necessidade de adjuvantes e doses de reforco

Antigen produces antibody

Virus inativado: agentes quimicos ou fisicos para destruir a

Antigen

Antibody

5

www.microbiologybytes.com



VACINAS DE SUBUNIDADES

x \ q VAc.clrlf-
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e Proteinas/Peptideos virais purificados ou sintéticos

e \Vantagens: seguranca, podem ser usadas para virus nao

cultivaveis

e Desvantagens: alto custo, dificuldade de producao.



Vacinas de subunidades

 Papilomavirus (HPV): Virus Like Particles (proteina L1 do HPV)

— Produzido em leveduras (S. cerevisiae) ou células de inseto (Baculovirus)

Plasmid or virus

A& Vaccination with
.~ . HPVLIVLPs

; 4

! o /; e 3 encoding HPV L1
T iy uc?:on of p
] |\ neutralizing L1 @ .. @ :
g X _ and CTL Self-assembly
N, | of VLPs ,
g o B '(‘ . . : i - ¥
H ; ' @ 9 L1 protein
| / |
s ~ High risk HPV
5 \ a Gene transfer and expression
g Purification in yeast or insect cells
3

Fonte: www.jci.org



Falhas vacinais:

Fatores do Hospedeiro:
 Desnutricao

* Infeccao concorrente
 Terapia com drogas imunossupressoras
¢ Stress
 |dade

Fatores da Vacina: Conservacao (manter a “rede de frio”)



