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Historico

1882: Meyer- Deteccao de particulas nao filtraveis
"“Virus do mosaico do tabaco”

Filtrabilidade dos virus: material filtrado continha um veneno ou
um agente desconhecido tao pequeno que era capaz de atravessar
os poros de um filtro que retinha bactéria

Virus = Veneno

FILTER
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Historico

1953: W M Stanley et al. cristalizou o virus do mosaico do
tabaco

Evidéncia de estrutura e composicao quimica

1950-1960: Necessidade de classificacao e nomenclatura
universal

Virus = acido nucleico (DNA ou RNA) + proteinas

upload.wikimedia.org



Reacao em cadela pela polimerase (PCR)

* Taqg polimerase: DNA polimerase extraida da bactéria Thermus aquaticus, que vive em adgua com
temperatura de 75°C.

« Karys Muller: Primeira descricao da PCR no final da decada de 80
« Em 1989 o processo foi patenteado

* Nobel de Quimica em 1993

- Usado rotimeiramente nos laboratorios de investigacao médica e
biologica



Classificacao dos Virus (ICTV)
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Caracteristicas dos virus

Extremamente pequenos, nao visualizados em microscopia otica
Parasitas Intracelulares obrigatorios, necessitando de metabolismo

celular ativo para replicacao

Possuem uma unica espécie de acido nucléico: DNA ou RNA

1 micron

Chlamydia m
cm 102m

-3
Pox virus mm 10~°m

Hm 10°m
Herpes virus i)

nm 10°m
Influenza virus l

Picornavirus (polio) A 10-19m

Bactéria (Staphyllococcus aureus)



Variabilidade genética
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Amostra Clinica

Infeccao respiratoria: aspirado de nasofaringe,
swab de garganta

Infeccéo entérica: Fezes

Pele: liquido da vesicula, biopsia
Urina

Infeccao no SNC: liquor, cérebro
Sangue = soro

Morte: qualquer tecido

Todo material deve ser acompanhado de uma ficha clinica com dados
e historico do paciente




METODOS DIRETOS (Deteccdo do virus)

Métodos classicos:
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Observacéao da particula viral: Microscopia eletrdénica

|

Isolamento do virus: Cultura de células |

Ovos embrionados

Animais

Métodos rapidos:

Deteccéo do antigeno viral: Imunofluorescéncia (IF)

Ensaio imunoenzimatico
(EIE)

Deteccdo do genoma viral: Reagdao em cadeia pela
polimerase (PCR)

METODOS INDIRETOS (Deteccdao de anticorpos)

Imunofluorescéncia (IF)

Ensaio imunoenzimatico (EIE)
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Animais de laboratorio

 Atualmente uso muito restrito

- Diagnostico de raiva em camundongos lactentes

- Isolamento e multiplicacao de virus que nao replicam bem em

culturas de células

Ex: Virus da febre amarela selvagem.




Ovos embrionados
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INOCULACAO EM OVO EMBRIONADO

" Embridao em desenvolvimento: ideal para multiplicacao de virus
= Requisitos

- Livres de contaminacao

- Viabilidade

- Idade ideal

= Vantagens: Sensibilidade, facilidade de realizacao
= Desvantagens: contaminacoes, morte embrionaria




Anatomia dos ovos embrionados

Membrana corioalantdica

o Cav. alantdica
Saco vitelino

Cav. amniotica

Embriao



Inoculacao na cavidade amniotica

Isolamento primario de virus influenza humano

Fig. S0
Inoculation o the amaiolic cavity of the chick embryo



Inoculacao na cavidade alantoica

- Isolamento virus aviarios (Influenza, j

Virus da Doencga de \ﬁ%.\
Newcastle) il

 Propagacao de virus Influenza

humano

e Preparacgao de vacinas




Ovos embrionados

« Isolamento de virus humanos e animais a partir
de amostra clinica
* Producao de massa viral
* Producéao de Vacinas
Ex: Vacina inativada para o virus Influenza (gripe);
Vacina atenuada contra Febre Amarela; "~
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Inoculacao na membrana corioalantoica

Isolamento e propagacao de virus que produzem
lesdes — pocks - (poxvirus e herpesvirus)




Cultura de células

Meados da década de 1990: avancos nos método de cultivo celular in vitro.

1948: Primeiro isolamento de virus em cultura (Weller & Enders)

All Local Teams Are ------7 :




Cultura de células

.
1 Tecido

Desagregacao do tecido original

(Dissociacao Mecanica e
Enzimatica Tripsina + EDTA)

Filtracao

!

Cultura primaria




Cultura de células

Meio Minimo Essencial (MME) Condicdes Ambientais
- Glicose - Temperatura (37°C)

- Bicarbonato (Tampao) - Umidade

- Indicador de pH - Niveis de CO,

- jons (Ca*2, Mg*2, Na*, C-, K*, Zn*?) - pH (7.2)

- Vitaminas

- Aminoacidos

- Antibidticos e antimicoticos

- Agua

- Soro Fetal Bovino 10% Meio de cultivo
2% Meio de Manutencéo




Vero

MRC-5

MDCK

epidermoide de
laringe humana

—
Linhagem celular Origem Isolamento
Carcinoma , L.
Virus entéricos e

Hep2

respiratorios

Rim de macaco verde
africano

Virus entéricos e
respiratorios

Linhagem dipldide de
pulmao de feto
humano

Virus entéricos e
respiratorios

Rim de cachorro

Virus respiratorios

C6/36
BHK-21

LLC-MK2

Clone de linhagem de
Aedes albopictus

Virus da dengue

Rim de Hamster

Virus da Raiva

Rim de macaco
Rhesus

Virus respiratorios e
entericos




Efeito citopatico

Picornavirus em

cultivo celular




Efeitos da replicacao viral nas ceélulas
hospedeiras (virus citopaticos — ECP)

Células Vero infectadas com Poliovirus.
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Identificacao

1) Reacéo de Imunofluorescéncia
2) Ensaio imunoenzimatico
3) Reacao de Hemaglutinacao

4) PCR



Identificacao

Reacao de
Hemaglutinacao

Os virus se ligam
as hemacias
aglutinando-as

)

viranis

Auséncin de interagiio Interagiio virus-hemicia
virus-hemicia

*’i:.n
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Auséncia de Hemaglutinagiio
hemaglutinagiio




Microscopia eletronica

e morfologia da particula viral

e Alta concentracao de virus : 105 - 108 particulas virais/ml

e Amostras para diagnodstico : L
- cutaneas - liquido vesicular : herpesvirus f
Isolatar

verrugas: papilomavirus

Source of Electrans

- material fecal: rotavirus

Condenser

Chiektive

Level of Specimen

> Coloracao negativa: amostra + corante de Projektive &J\?‘iewer
alta densidade eletronica (acido fosfotungstico)

= grade de carbono = microscépio = o feixe [I//BinncularMagnifier
de elétrons nao penetra no corante, mas sim no

material organico, que aparece claro sobre um Fluorescent Screen

fundo escuro. Camera



Microscopia eletronica

« Rapida identificacédo de virus

« Baixa sensibilidade (10°-107 particulas / mL).

« Aumento da sensibilidade: imunoeletromicroscopia, ultracentrifugacao,
anticorpos marcados com particulas de outro (imunogold).

Fig. 1.8 Fotografia do microscopio eletronico de transmissao 9061

(Cortesia de Carl Zeiss.) ME HerpeSViI‘US
em células de cultivo



Diagnostico laboratorial de virus associados a gastrenterite




Deteccao do antigeno viral

Antigeno

Antigeno: substancia que reage com o produto da resposta imune especifica
Imunogeno: substancia que induz uma resposta imune

Epitopo ou determinante antigénico: porgcao do antigeno que combina com o
produto da resposta imune especifica

Ag com mesmo determinante antigénico repetido
muitas vezes

Ag com determinantes antigénicos diferentes




Métodos rapidos: Imunofluorescéncia (IF)

> Substancias capazez de armazenar energia luminosa e
libera-la mais tarde: isotiocianato de fluoresceina , rodamina.

Eyepieces or camera

Second barrier filter -

passes only emitted light -
Light
Emitted light ( Excitation light [J Source
Beam-splitting mirror /
(dichroic mirror) First barrier filter -
passes only
Objective lens i excitation wavelength
(exciter filter)

Cell

www. kent.edu

www.meijitechno.co.uk



Deteccao do antigeno viral

IMUNOFLUORESCENCIA (IF):

e Deteccao de Ag virais no interior das células:
aspirado de nasofaringe
Corpusculos de Negri = Raiva

e Marcador da reacao Ag - Ac é um corante fluorescente
(isotiocianato de fluoresceina , rodamina).

Anticorpo conjugado com

/ fluoresceina
[} T\

Antigeno
viral

Imunofluorescéncia direta

Célula infectada
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AplicacOes para a Imunofluorescéncia direta

Diagnostico da infeccao pelo virus da Raiva

MATERIAL: Encéfalo de animais suspeitos
Eqliinos: encéfalo e fragmentos
de medula

s Imunofluorescéncia direta (IFD) em tecido cerebral

s Prova biologica (Inoculacao em camundongo neonato)

s Histopatologia — corpusculos de Negri

s PCR




Métodos rapidos

Reacoes Imunologicas:

ENSAIO IMUNOENZIMATICO
(EIE) :

e Deteccao de Ag virais :
rotavirus, parvovirus

e Marcador da reacao Ag-Ac é
uma enzima (peroxidase,
fosfatase alcalina).

e Leitura se baseia no
desenvolvimento de cor pela
adicao do substrato a enzima.




Ensaio Imunoenzimatico (EIE): pesquisa de Ag

(a) Sensibilizagdo
da microplaca =
Ac de captura

Anticorpo

especifico Antigeno

/

+

Y |

Poco plastico

enzima-
anticorpo

5 \5"

Enzima substrato

Produto
final
colorido

(b) Amostra
clinica

(c) conjugado

(d) substrato




Ensaio Imunoenzimatico (EIE): pesquisa de Ag

Leitor de microplaca: ELISA quantitativo

cut - off = Média das D.O. dos controles negativos X 2.1

Amostras com DO > cut-off = positivas

Amostras com DO < cut-off = negativas



Teste imunocromatografico (kit-snap* )

Figure 1

Positive Result

[

Low Antigen Lewvel High Antigen Lewvel

) | ' ) | l
‘ k
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* Tdexx Laboratories Inc.




Técnicas moleculares no diagndstico das infegoes virais




-DNA - Informacgdo genética 2 Ordem correta
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O DNA

A identificagao de
moléculas de acidos
nucleicos tornou-se a o Z
maneira mais facil de se ST A cubmosomes
chegar a uma dada
proteina

DN A the Molecule of Life if& \

cell

Biologia

Molecular



O DNA

Caracteristica fisico-quimica do DNA :

Desnaturacao e Renaturagao

Ranaturation
(special
conditions
required)

Mative slale Single-stranded denalured slate Renatured slale



Polimerizacao de DNA em Cadeia

Polimerizacao é feita por uma DNA
polimerase termoestavel

e Sao utilizados dois “"primers”, o
que delimitam o segmento
amplificado e determinam o
crescimento exponencial do
niumero de moléculas de DNA

e Triagem X Tipagem

e Sensibilidade : 10 copias de
genoma




A partir da PCR, quantas outras técnicas foram desenvolvidas?

OCR

Nested PCR
Real Time PCR

Multiplex PCR

Multiplex Real time RT-PCR

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA




PCR precedida pela transcricao reversa (RT-PCR)

Virus de genoma RNA

(A)
/\mRNA
Reverse
. transcription
W/ £aNT A\
cDNA

~ heat inactivstion of
j\ reverse transcription

Vo amplified DNA

' W DNA primers

PCR

A-A-A-A3 mRNA
3T T-TT5 Oligo(dT) primer

sr

Incubate with reverse
transcriptase to synthesize
cDNA strand

Tw“-T--T“TITnT :l:'::\

When cDNA strand is
completed, hydrolyze RNA

strand
\J
TIRRONNARANTNNTNTNNT cDNA
3’
@ Incubate with DNA
polymerase to
synthesize second DNA
L ] strand
S1 nuclease Double-stranded
cuts loop DNA

Incubate with terminal
transferase to add
single-stranded tails

-----m------TC—C—C—C

Double-stranded cDNA

ready for insertion into

appropriate cloning vector
DAdcison Wesley Longman, Inc

c-C-CC



PCR em tempo real
(PCR quantitativo) e suas
aplicacoes na virologia

digitalnews.com.br

piomedicina.


http://biomedicina.digitalnews.com.br/category/virologia/

PCR em tempo real (PCR quantitativo)

@Descrita pela primeiravez em 1993, por Higuchi e seus colaboradores

@0 PCR em tempo real (real-time PCR) é capaz de detectar sequéncias especificas
de produtos de PCR durante o processo de amplificacao.

@Pode assim determinar o acumulo do produto de interesse e quantificar o namero
de substrato presente na amostra inicial.

@Dispensa a realizacao de revelacdo atraves da eletroforese em gel

@Tamanho dos fragmentos amplificados PCR quantitativoXqualitativo



PCR em tempo real (PCR quantitativo)

Quantificacdo: Curva de calibracéao
a partir de concentracoes

- 1 350

300

250

200

150

/ 100

2 4 I

gy . P, 2 in — — [ -50
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Cycle

Figure 1. Amplification plot of 2 x serial diluted cDNA derived from primary fibroblasts
using the 18S rRNA Control Kit Yokima Yellow®.

= Standard Deviston [~ 7,09 =
C Ger Cocte Fangs 1 ! UU:‘

I~ Suppress Pre-Thieshold Data — +

Cycle Range: ﬁilm ﬁ:‘
Threshold

 Manual 0.043

o

.
| —

A fluorescencia € monitorada durante cada ciclo de amplificacao e um
grafico é gerado, permitindo o acompanhamento da reacdo. A fluorescencia
é proporcional ao aumento da concentracado de um produto de PCR.



PCR em Tempo Real

*Coleta de dados na fase
exponencial

*SEM manipulacéo pos-PCR
*Resultados quantitativos
*Requer concentragoes de
DNA/cDNA 1000 x <

Tempo de reacao reduzido
*Maior reprodutibilidade,

sensibilidade e precisao

Vantagens ...

PCR Convencional

Coleta de dados na fase final da reacéo
(plateau)

Manipulacdo pos-PCR

*Preparacao de gel de agarose -
visualizacéo

*Resultados qualitativos

*Requer concentragoes maiores de
DNA/cDNA

Muito tempo para obter resultados



Sequenciamento e analise

fllogenética e aplicacoes

digitalnews.com.br

piomedicina.
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Objetivos do Sequenciamento na virologia

Mass sequencin

Realizar estudos sobre origem,

S

variagoes, mutagoes dos genes de
microrganismos

Comparando o genoma obtido com

20U2I0S P9

outros genomas disponiveis em bancos
de dados.

by Viktor S. Poor



Métodos indiretos: Deteccao de Ac no soro

> Classe de anticorpos: IgG (anticorpos de memaria)

IgM (infeccoes agudas)

B ir B i

'

IgG

Primoinfecgado

Sernm tire of antibodies

Time (months)



Métodos indiretos: Deteccao de Ac no soro

Diagndstico de infeccao recente:
Deteccao de IgM especifica

Conversao sorologica: soro de fase aguda

soro de fase convalescente

Observar um aumento, de pelo menos 4 vezes, no titulo de
anticorpos do soro de fase convalescente em relacao ao soro de
fase aguda

Reacoes Imunologicas:

» Imunofluorescéncia (IFI)

» Ensaio Imunoenzimatico (EIE)



Reacao de Imunofluorescéncia indireta:

IFI

Anticorpo antiviral

Anticorpo conjugado
com fluoresceina
dirigido contra anticorpo
Célulainfectada antiviral primario

Imunofluorescéncia indireta



Ensaio Imunoenzimatico Indireto (EIE):

pesquisa de Ac

Diagram of Steps in an Indirect ELISA

J.\ * — ¥¥-
@) A * %k ok * E;I
AAA =
E FI.-'1IJ"L!;|-EIr'r5E 5 % E%
- : E * E _ |
-
AAA AAA AAA AAA

l l l

conjugado:
Sensibilizagdo Arr:o;fra anti-Ig
] clinica:
da placa: Ag Soro marcada

com enzima




