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Diagnostico Virologico

® Virus: Parasita intracelular obrigatério

\ 4

Dificulta detecgao, contagem e

identificacao

® Nao se desenvolvem em meios de

cultivo, necessitam a presenca de

/ .
celulas vivas




Diagnostico Virologico

® [nicialmente: inoculacao em animais

e Deécada de 1930: cultivos celulares

e Advento dos antibioticos

* Diagnostico e estudo dos aspectos biologicos dos virus
® Decada de 1940: Reagoes baseadas no uso de anticorpos

® Decada de 1980: Detecgao do material genetico viral




Aplicacoes do Diagnostico Virologico

® Suporte a investigagoes clinicas e epidemiologicas
® Vigilancia epidemiologica
® Certificacdo status sanitario

® Monitoramento de resposta vacinal

o Triagem de sangue em bancos de sangue

® Pesquisa do virus e suas propriedades biolégicas




Aplicacoes do Diagndstico Virologico

Praticidade
Custo baixo ? Simplcidade
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Automatizagao

Figura11.1. Propriedades desejiveis nos testes diagndsticos.




Coleta e Acondicionamento da Amostra
* Coleta (Fase aguda)

SINDROME| ESPECIME COLETA | TRANSPORTE
respiratdria | secrecao nasal ou | swab; sonda meio de
de garganta; nasogastrica transporte;
aspirado naso- gelo/gelo seco
faringeano
entérica fezes frasco gelo/gelo seco
genital " secrecdo swab meio de
transporte
ocular secregao swal meio de
transporte
pele liquido/tecido de | swab; meio de
vesiculas ou lesdes| raspagem; transporte;
solidas bidpsia fixador/parafina
sistema liquor; fezes; seringa; frasco; | gelo/gelo seco;
Nervoso secregoes swab meio de
central transporte
qualquer sangue seringa gelo/gelo seco
necropsia tecido/6rgao procedimento | fixador/parafina
relevante cirtrgico




Coleta e Acondicionamento da Amostra

* Acondicionamento
® Manter as amostras a 4°C (Maiores periodos -70°C ou gelo seco)

® Manter as amostras umidas (Meios Hepes/Hanks, solu¢ao salina)

e Historico clinico e epidemiolégico - Suspeitas




Métodos de Diagndstico Virologico

e Métodos Diretos

&’ Decteccao do virus, antigenos ou acidos nucleicos virais.

e Métodos Indiretos

X / N e~ . L -
\\\ Deteccao e quantlflcac;ao de anticorpos anti-virais espeaﬁcos
= Resposta do hospedeiro a infecgdo

e [solamento

Isolamento e multiplicagdo em cultivos celulares, ovos
embrionados ou animais susceptiveis




Métodos de Diagndstico Virologico

e Métodos Diretos

Detecgao do virus, antigenos ou acidos nucléicos virais.

Microscopia

Eletronica

Virus Ebola

Imunofluorescéncia

A
A A

Antigeno fixado a lamina Anticorpo especifico +
fluoresceina

IF positiva IF negativa

+




Métodos de Diagnostico Virologico

e Métodos Indiretos

Detecgao e quantificagao de anticorpos anti-virais especificos

—> Resposta do hospedeiro a infecgao

ELISA

Sample Dilv*”

Western Blot

A. Amostra—

B.

C.

i

Amostra
Indeterminada
Amostra +




Métodos de Diagnostico Virologico

* Isolamento
® Me¢todo direto de diagnostico virologico
* Obtengao do agente viavel para estudos posteriores

® [solamento e multiplicagao em:

Anima Ovos Cultivos
mmels . Embrionados Celulares
Susceptiveis




Isolamento em Cultivo Celular (ICC)

Tecidos
Orgaos

Secregbes
Sémen

Sangue
Soro

Fezes

_<>

Inoculagao

3 - 5dias

Cultivo celular

Processamento
(ver texto)

Antigenos virais

%> Efeito citopatico (ECP)

Acidos nucléicos

Figura 11.4. Protocolo para isolamento e identificacio de virus pela inoculacdo em cultivo celular. As amostras sio
inicialmente processadas e inoculadas em células susceptiveis aos virus suspeitos. Os cultivos sdo monitorados por
alguns dias para o aparecimento de efeito citopatico (ECP). Ao final da terceira passagem do material ou quando
aparecer ECP os cultivos sdo submetidos aidentificacio do agente portécnicas de deteccio de antigeno ou de dcidos
nucléicos. A presenca de virus ndo-citopaticos deve ser monitorada por IFA ou IPX. Deve-se proceder trés passagens
domaterial antes de considera-lonegativo para virus.




Isolamento em Cultivo Celular (ICC)

* Isolamento e Identificacao do virus:

* Atraves de sistemas vivos (cultura de celulas) nos quais os

VIrus Sao propagados.

* Detecgao direta do virus, antigenos e genomas virais.

Tecidos

Orgaos Antigenos virais
Secregies —~ - i;
Sémen *
Sangue —::::;} i P 5 <1> Efeito citopatico (ECP)
: - 3 - 5 dias
Inoculacao k.

Soro

Processamento Casthva condar Acidos nucléicos

Fezes (ver texto)




Principais tipos celulares utilizados em
diagnodstico viral

® Vero - celulas de rim de macaco verde;

e SK 6 - células de rim de suino

® PK15 - células de rim de suino

e MDBK — células de rim de bovino;

e MDCK — células de rim de cao;

® BHK — c¢lulas de rim de Hamsters Baby.

VERO: quase todos os testes diagnésticos

Uso de linhagens especificas: melhor replicagio viral e maior
seguranga da prova.

® Para as provas de soroneutralizagio de Aujeszky sao utilizadas as
células PK 15 ou SK6.




® As celulas de linhagem sao usadas na replicagao e titulagao
/] e . .
virica, isolamento viral e como substrato celular para as

provas de soroneutralizagao.

® A escolha do melhor tipo celular a ser usado para o teste

diagn(')stico depende de trés fatores:
*Especificidade viral;
*Linhagem celular;

*NiUmmero de passagem dentro da linhagem.




* A escolha do tipo de c¢lula adequada ao virus que se pretende

isolar € crucial.

® para isolamento de poliovirus: culturas primarias ou celulas
de linhagens diploides de rim de macaco verde (GMK) ou
rim de Macaca mulata (LLC-MK).

® Para isolamento de adenovirus: células de carcinoma epitelial

humano (HEP-2) e HEK293 (rim de embrido humano)

® Sarampo e Herpesvirus:VERO (rim de macaco).




Origem

Morfologia

Cari(')tipo

Vantagens

Desvantagens

Primaria

Diretamente a partir

de tecido fresco

Morfologia do tecido

original

Diploide

Mais sensiveis para o
cultivo viral, melhor
sistema

Isolamento de alguns
virus e produgao de

vacinas

Mais dificil de obter
Baixa resisténcia a
repiques

caras

Linhagem

dipléide

Cultura priméria que

sobreviveu a0
repique
Fibroblastoide
Diploide

I[solamento e

propagagao de virus

Preparo de vacinas

Infecgdo por virus

adventicio

Linhagem
Continua

Tumores ou tecido
(diploide)

transformado in

normal

vitro

Epitelic')ide

Aneuploide

Propagagao

indefinida in vitro,
manutencgao por
repiques sucessivos:
Muito utilizadas no
isolamento de virus

para diagnéstico.

Nao podem  ser
usadas para o
preparo de vacinas

Infec¢do por virus

adventicio




Problematica

® Lento (ate 4 semanas para o resultado)

® Baixa sensibilidade: condicao da amostra
/ \ . ~ .

® Suscetivel a contaminacao bacteriana

® Presenca de substancias toxicas que alteram ou invalidam o

resultado da cultura

* Alguns virus nao crescem em cultura celular: hepatite B e C,

Parvovirus, Papilloma virus

o Alguns VITus sao linhagens—especificos




Problematica

. ~ / / e
o Contamlnagao por virus adventicios (FROMMER et al., 1993)

e BVDYV ¢ considerado o principal contaminante de cultivos

celulares (BOLIN ctal., 1994; WESSMAN & LEVINGS, 1999; AUDET et al., 2000)

®* BVDV amplamente distribuido na populagao bovina (BAKER,

1995). —— BVDV

Single-stranded RMA

Protein \

capsid Lipid
envelope




e EPIDEMIOLOGIA

® Soro contaminado ou rebanho contaminado?

células normais ( esq.) e células infectadas pelo virus BVDV ( dir.) em

imagens de microsco'pio otico




® Uma linhagem de c¢lulas de rim de bovino resistente ao
BVDV (CRIB) foi obtida a partir da linhagem universal
MDBK.

® Diagnostico virologico e pesquisa para multiplicagao de
outros virus e produgao de vacinas.

* A partir do desenvolvimento da CRIB, novas linhagens
resistentes foram obtidas a partir das linhagens parentais de
origem canina (MDCK), suina (PK-15) e de coelhos (RK-
13).




Principais tipos celulares utilizados e
virus-alvo

Virus sincicial respiratorio Hep2, Hela
Virus do sarampo Hep2, Vero
Enterovirus MA-104, GMK
Rotavirus MA-104, Vero
Adenovirus Hela, Hep-2
Virus herpes simples Hep-2, Vero

Arbovirus Vero, LLC-MK2




Cultura celular- diagnostico viral

Diagn(')tico baseado em:

* Efeitos citopaticos
e PCR
e [F




Efeitos citopaticos

® Degeneragao granular: cclulas grandes, refringentes,

formando aglomerados em cachos de uva Ex.: Adenovirus.

® Vacuolado: citoplasrna com regioes em forma de bolha

€SCalmnosa.

® Corpusculos de inclusao: acidofilos ou basofilos. Em geral, a
localizagao e a coloragao do corpusculo sao caracteristicas de
determinados grupos de virus. Ex: Corpusculo de Negri

Virus da Raiva.




* Picnose nuclear (celulas pequenas, arredondadas e soltas do

tapete) Ex : Picornavirus

Fig. 1, Cytopathic effects of
enterovirus 71 in thesus monkey
kidney cells




* Sincicios ( celulas gigantes multinucleadas) Ex : Paramixovirus,

Herpesvirus

~—

Sarampo

Virus sincicial respiratério




Confirmacao da replicacao viral

Sem efeito citopético

Atividade biologica, antigenos

4 . ] o
ou acidos nucléicos




Teste de neutralizacao
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Hemaglutinacao

Particulas “’ ‘ . .Hm‘dn
virais ’ . .
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hemaglutinagio




Hemaglutinacao: Quantificacao viral

*TITULACAO

32 (4 12 1\ 25> 52 IOJ M VBS
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Inibicao de hemag|utinacao
YYY YYY ‘ .“ ® Se ha especificidade

s virals . ~
T na interacao virus x

\ Auséncl de fteragho anticorpo, nao

j. ;H - havera
’ ._{ » hemaglutinagao.

Hemaglutinagio

Jk “-@




PCR

Deteccao e identificacao:

P e—

— Gel de agarose por
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Third
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Imunofluorescéncia

Fig. 2, CMY centrifugation culture
fixed and stained 16 hrs after
inoculation showing viral proteins
in nuclel of infected human
fibroblast cells

Variante: Tecnica rapida

Detecgao do antigeno viral em 2-4
dias

Camada celular cresce em laminas

individuais dentro da garrafa de

cultura

Inoculagao, centrifugagio da garrata
(adsorcao viral) e incubacao

[ amina retirada e IF é realizada




Progressos no cultivo celular aplicado




/
Raiva

o Neurotrépico
o Diagnéstico

Coloragao de Sellers Imunofluorescencia direta

e ‘
S
'!l

A

Isocianeto de fluoresceina

Cultivo celular
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Cultivo celular

® Procedimentos

® Preparo das suspensoes do SNC
0,6¢g de tecido + 2,4mL de diluente/ 1h
Centrifugagao 30 min a 3000 rpm

Sobrenadante

Iml de gentamicina e
20ml de soro fetal
bovino, completando o

preparo com solugao

fisiol(')gica




Cultivo celular

® Procedimentos

» Preparo da cultura de celulas
Células de neuroblastoma murino (Neuro 2?)
Ressuspendidas em 10 ml de meio
5x10° 10% de soro fetal bovino, 30uL

de antibiotico (gentamicina) e

30uL de aminoacido

=




Cultivo celular

® Procedimentos

® Preparo da placa
Em cada 3 orificios: 40uL da suspensiao SNC, 160uL meio de cultura essencial
Homogeneizagao e adicionado 100uL da suspensao celular

Encubagdo: 37°C em camara tmida; CO2 a 5% por 96 horas




® Procedimentos

® Remocao

Cultivo celular

Bomba de succao

® Fixacao

Acetona gelada a 80% - 200uL por orificio/ 15min

A acetona deve ser dispensada




Cultivo celular

® Procedimentos
* Adigao do conjugado
40uL do conjugado anti-rabico por orificio
37°C por 60 minutos

Enxague da placa por submersao, 3 vezes, em solugao salina tamponada —

pH 7,4
Adigao de 50uL de glicerina tamponada (pH 8,5) em cada orificio

® Vizualizagao por luz ultravioleta
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Progressos

® Relacionados ao aprimoramento de 1inhagens celulares utilizadas

inicialmente

JoURNAL oF CLinicaL MicrosioLocy, Mar. 1975, p. 243-245 Vol. 1, No. 3
Copyright @1975  American Society for Microbiology Printed in US.A.

Sensitivity of BHK-21 Cells Supplemented with
Diethylaminoethyl-Dextran for Detection of Street Rabies
Virus in Saliva Samples

O. P. LARGHL* A. E. NEBEL, L. LAZARO, anp V. L. SAVY
Pan American Zoonoses Center, PAHO, WHO Ramos Mejia, Argentina

Received for publication 4 November 1974

Jourmar oF CLimicar MicrosioLocy, Aug. 1987, p. 14561458 Vol 25, No. 8
0095-1137T/ETAE]456-03502, 0040
Copyright @ 1987, Amernican Society for Microbiology

Comparison of Sensitivity of BHK-21 and Murine Neuroblastoma
Cells in the Isolation of a Street Strain Rabies Virus

ROBERT J. RUDD* anp CHARLES ¥. TRIMARCHI
Wadsweorth Center for Laboratories and Research, New York State Department of Health, Albany, New York 12201

Received 17 March 1987/ Accepted 6 May 1987
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Progressos

e (Células renais embrionarias humanas

e [F2.529

e [Cekss |

International Journal of Infectious Diseazes 14 (20107 e1067-e1071

Contents lists available at ScienceDirect

International Journal of Infectious Diseases

- 2
INTERNATIONAL SOCIETY
FoR INFECTIOUS DISEAs Lall

‘ (4T

El.SEVIER journal hemepage: www.elsevier.com/locate/ijid

Utility of human embryonic kidney cell line HEK-293 for rapid isolation of fixed
and street rabies viruses: comparison with Neuro-2a and BHK-21 cell lines

Shampur Narayan Madhusudana *, Subha Sundaramoorthy, Padinjaremattatthil Thankappan Ullas

Department of Neurovirology, WHO Collaborating Cencre for Reference and Research on Rabies, National Institure of Mental Health and Neurosciences (NIMHANS),
Hosur Road, Bangalore, India
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Progressos

Infeccao por CVS Infeccao pelo virus da raiva

Neuro 2a | e
- { | . ++++
BHK-21

BHK-21 n3o foi infectada - 4y

-




Rubéola

® Sem diagnéstico clinico
® Auséncia de efeitos citopatolc')gicos

® Confirmacao




e
Rubéola

* Tem se desenvolvido trabalhos que avaliam essa tecnica

* Nova tecnica para confirmagao do isolamento e genotipagem

Journal of Medical Virology 83:170=177 (2011)

Application of New Assays for Rapid Confirmation
and Genotyping of Isolates of Rubella Virus

Yan Feng,? S8abine Santibanez,” Hazel Appleton,? Yiyu Lu,'* and Li Jin?*
‘Centre for Disease Control and Prevention of Zhefiong Province, Institute of Viral Diseases, Hangzhou, China
NVirus Heference Department, Centre for Infections, Health Protection Ageney, London, United Kingdom

'?Lle;_: artment of Viral Infections, Nationel Reference Centre for Measles, Mumps and Rubella, Robert Koch-Instifut,
Berlin, Germany

IF 2.232
* Cultivo celular

— Celulas vero

\_ — Protocolo




Progresso

SYBR Green I-based real-time PCR assay

SYBR GREEN |-BASED QPCR click to@
Para a confirmacao do isolamento

® Nested-PCR

Para a genotipagem do virus




Conclusoes

® Cultivo celular ¢ considerado padrao para isolamento e
diagnostico viral, devendo ser aliado a outras técnicas, como

analise por microscopia, PCR, imunofluorescéncia, etc.

o Linhagens celulares resistentes a determinadas viroses

aumenta a confiabilidade dos testes

e Ha necessidade de encontrar linhagens suscetiveis e
protocolos para isolar e propagar virus atualmente nao

cultivaveis

® As boas pré.ticas de laboratorio sao essenciais
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