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CAPITULO 1 - RELATORIO DE ESTAGIO
1 IDENTIFICACAO

1.1 Nome da supervisora: Prof. Dra. Liria Hiromi Okuda;
Pesquisadora cientifica do Instituto Biologico de Sao Paulo desenvolvendo linhas
de pesquisa em saude animal, com enfoque em zoonoses virais e parasitarias.
Atualmente coordena projeto sobre zika virus em bovinos. Mestrado em
Epidemiologia Experimental Aplicada As Zoonoses pela FMVZ/USP (2002);
Doutora em Ciéncias na area de concentragcdo em Epidemiologia Experimental
Aplicada as Zoonoses pela FMVZ/USP (2013) e Especialista em Advanced Res.
Course Control Zoonosis Food Safety pela Japan International Cooperation Agency
(2008).
1.2 Nome do aluno: Alexandre Lopes Gomes Matricula:2015101201240205
1.3 Nome da orientadora: Prof. Dra. Carla Cristina Braz Louly
2 LOCAL DE ESTAGIO
2.1Nome do local estagio: Instituto Biolégico de Sao Paulo.
2.2Localizagdo: Avenida Conselheiro Rodrigues Alves, 1252 Vila Mariana -
CEP 04014-900 - S&o Paulo - SP
2.3Justificava de escolha do campo de estagio: uma possibilidade de
agregar e elevar meus conhecimentos na area de sanidade animal, voltado
para o tema de técnicas diagnosticas e avancos na area de diagnostico
molecular, sorologico e epidemioldgico.
3 DESCRICAO DO LOCAL E DA ROTINA DE ESTAGIO
3.1Descricao do local de estagio
O Instituto Biolégico (IB) é uma instituicdo que foi criada com a missdo de
desenvolver e transferir conhecimento cientifico e tecnoldgico para o negdcio
agricola nas areas de sanidade animal e vegetal e sua relagbes com o0 meio
ambiente, visando a melhoria da qualidade de vida da populacdo. Seu grande
desafio como instituicdo, hoje, € aliar um histérico de contribuicdes a um presente
gue exige exceléncia e prontiddo de resposta para a atual sociedade em profunda
transformagdo (CENTRO DE COMUNICACAO E TRANSFERENCIA DO
CONHECIMENTO, 2019).
A construcdo do prédio principal, do que no futuro se tornaria o 1B teve inicio

em 1927 (Figura 1) e inauguracdo em 25 de janeiro de 1945. Desde sua



construcdo, 0 mesmo se mantem como referéncia no diagnostico e pesquisa para
um grande numero de agentes de impacto sanitdrio e ambiental tanto da parte
animal como da parte vegetal.

A

Figura 1: Construcao do prédio Principal do Instituto Biolégico de Séo Paulo. (A)

Construcdo prédio principal 1930; (B) Prédio principal 2019. Fonte:
http://www.biologico.sp.gov.br/

Na sede possue mais de 5 grandes centros de pesquisa e mais 40
laboratérios distribuidos dentre os centros. O IB também conta com a parte de
ensino, apresentando programas de Pés-graduacdo Mestrado e Doutorado stricto

sensu em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio.

Dentre os inumeros laboratérios da presente instituicdo, os estagio foi
realizado no Laboratério de Viroses de Bovideos (LVB), no qual se realiza
analises, sorolégicas, moleculares, isolamento e cultivo viral, para diagnostico
oficial (laboratorio oficial credenciado ao MAPA) de inumeras doencas: Febre
Aftosa, IBR, BVD, FCM, BLV, BTV, BOHV-1, BOHV-5, PI3, PCPV, VACC, ORF,
BPSV, entre inUumeros outros. As avalicfes realizadas no laboratério atendem
tanto ao publico externo, sendo esta uma fonte de fomento para manutencéo dos
laboratorios juntamente com a verba publica. Outra vertente de atuacdo € na
pesquisa, com a realizacdo de levantamentos epidemioldgicos, validagdo de

técnicas diagnosticas e identificagdo de novos agentes de endemia.

A estrutura do LVB detém na parte administrativa, sala de receptacéo, sala

de reunido, salas dos pesquisadores, sala de assisténcia em Tl e cozinha. No que


http://www.biologico.sp.gov.br/

se refere aos laboratorios temos inicialmente a sala de paramentagcdo e
processamento 1 e 2, onde as amostras sdo recebidas, checadas as
conformidades e cadastradas ao sistema dos laboratorio, recebendo uma
numeracdo especifica (processamento 1), apdés essa parte inicial a amostra &
aliguotada para cada analise especificada pelo cliente (processamento 2).
Posterior ao processamento a amostra € enviada ao laboratério correspondente
ao diagnostico desejado, sendo estes, Isolamento Viral, Biosseguranga Nivel 3
(NB3), Virus Neutralizacdo, Febre aftosa, Imunodiagnostico, Cultivo celular e
Centro de Biologia Molecular.

Sobre a biosseguranca, o laboratério conta com sistema de leitura
biométrica para acesso aos laboratorios, existindo uma sala de paramentacao que
separa a parte administrativa da parte de analises e outra uma que sapara 0
Centro de Biologia Molecular de todo laboratorio. No que se refere ao laboratério
de cultivo celular, por este trabalhar com linhagens puras ndo contaminadas, o
acesso é restrito somente a alguns pesquisadores, sendo esse acesso somente
realizado pelo meio externo do laboratério, jA que o ndo deve haver comunicacéo
com areas possivelmente contaminadas. O NB3 possui sala de paramentacédo e
banho, além de todo sistema de purificacdo de ar e tratamento de esgoto
separado, por se tratar de um ambiente onde se manipula agentes de alta

viruléncia.

Para atender a demanda de materiais do laboratério este conta com sala de
lavagem e montagens de materiais, onde toda vidraria, ponteiras, tubos e placas

sdo limpos e montados para posterior autoclavagem.

3.2Descricao da rotina de estagio
A carga horaria total cumprida no estagio curricular obrigatério de 420 horas,

sendo 40 horas semanais de segunda a sexta 8 horas diarias.

Durante todo o estagio tive a oportunidade de acompanhar e realizar boa
parte de todas as atividades desempenhadas nos laboratérios. Sendo que dentre
todas as atividades desempenhadas, tive maior foco na area de Biologia

molecular, visto que meu trabalho de concluséo é referente a esta area.



3.2.1 Triagem e recepcao de amostras

Importante etapa, onde o estagiario aprende a manipular as amostras, onde
as amostras sdo recebidas e as documentacdes sao conferidas. Nesse momento
as amostras ja sao inseridas no sistema do IB recebendo uma numeracédo de TA
(Triagem Animal). Um aviso de chegada de amostra é enviado ao laboratorio de

destino no momento do cadastro.

Com a amostra ja dentro do LVB, esta recebe outra numeracdo que é
especifica para o laboratério (N° LVB) (Figura 2), e passa por uma segunda
avaliagdo, conferindo o estado de conservacdo, volume e acondicionamento,
processo que participei ativamente. Com a amostra qualificada sdo geradas
etiquetas para possibilitar o rastreamento, contendo tanto o numero de TA como o

LVB, posteriormente enviada ao setor de processamento.

£

Figura Recbimento, avaliacao e identifica};éé
das amostras encaminhadas ao Instituto Bioldgico
de Séo Paulo. Fonte: Arquivo pessoal

3.2.2 Processamento de amostra
As amostras ja cadastradas e identificadas, agora serdo aliquotadas para

ser discriminadas aos setores de diagnostico de interesse. A etapa de
processamento proporciona uma pratica na pipetagem de materiais, essencial
para o bom desempenho nas outras areas do laboratorio. No inicio do estagio

essa € a principal atividade do estagiario.

Na rotina normalmente se recebe amostras como sangue total, plasma, soro,

partidas de sémen, orgdos (sistema nervoso, figado, coracdo, timo, rins) nao



acondicionados em formol, fezes e fragmentos tegumentares (crostas, escaras e
apice de orelha). Dependendo do teste requisitado o sangue é centrifugado e
separadas suas fases para retirada de aliquotas; o sémen é retirado das palhetas
e fracionado em eppendorfs; os érgdos e tecidos recebidos sdo fragmentados em
pequenas porc¢des e enviados para serem macerados.

3.2.3Imunodiagndstico

Sao realizados teste que tem como objetivo deteccdo de anticorpos, estes
de memoria, comprovando que o animal passou pela fase de infeccdo em algum
momento de sua vida ou ate mesmo esta em fase ativa obtendo altos titulos, em
todas situacdes detectaveis aos testes, e qualificados de acordo com os pontos
de corte determinados pela propria técnica.

Por se tratar de testes com seguranca judicial a parte da avaliacdo e
resultados € restrita aos pesquisadores, porem mesmo assim a pipetagem das
amostras e reagentes me € permitida, possibilitando assim o melhor entendimento

de todas as técnicas realizadas.

Alguns testes sdo mais comumente realizados, sendo estes descritos a

seqguir:

e ELISA ensaio imunoenzimatico — Seguindo diretrizes de ENGVAL &
PERLMANN, (1971) adaptada, consiste na aplicacdo da amostra do animal,
em uma placa onde ja se encontra adsorvido o antigeno especifico, se 0
animal possuir anticorpos para 0 mesmo, estes se ligaréo, resistindo assim a
lavagem dos pocos, com a placa lavada se aplica o conjugado (anti-anticorpo
marcado com imunoperoxidase) que se liga especificamente com o anticorpo
para o antigeno, seguida de outra fase de lavagem e por fim a colocacéo do
substrato que ativa a enzima marcadora, produzindo uma rea¢ao colorimétrica
gue serd avaliada pelo nivel de absorbancia, ou seja se 0 animal nunca tiver
entrado em contato com o agente em teste, 0 mesmo nNao possuira anticorpos,
impossibilitando a ligacdo entre o anticorpo e o conjugado, produzindo niveis
de absorbancia negativos.

e Virus neutralizacdo (VN) - apesar de possuir uma avaliacdo complexa o

principio da técnica é simples, consistindo em basicamente colocar uma cepa



padrdao do agente desejado, em contato com o a amostra do animal em
diluicdio seriada 10" a 10® em sistema de cultivo celular (importante lembrar
gue cada virus possui uma preferencia pela célula de crescimento) mantendo
0 ensaio em estufa (Figura 3) para posterior avaliacdo do efeito citopatico do
virus, que é a agéo do virus na célula seja de vacuolizacdo ou de lise celular,
sendo que cada virus possui um efeito caracteristico. Depois de 3 a 4 dias as
placas sdo novamente avaliadas, se houver efeito indica que o animal ndo
dispunha de anticorpos para o0 agente, ou seja néo foi exposto ao mesmo, se
nao houve efeito significa que os anticorpos impediram a acdo de lise nas
células do cultivo. A avaliacdo dos resultados segue o método de Reed &
Muench (1938) tendo como resultado fina o titulo de anticorpos do animal para
tal agente, ja que sua amostra foi avaliada em diluicdo seriada, possibilitando
visualizar a diferenca do efeito em célula perante a diluicdo da amostra.

B e T —— -
Figura 3: Estufa de crescimento
viral; Amostras de BRSV e IND I
de EV Fonte: Arquivo pessoal.

Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) — A avaliagdo tem como
principio a imunomarcacgéo, baseada na pesquisa de anticorpos, para o agente
requisitado, em lamina sensibilizada pelo mesmo, sendo necessario assim a
prévia adsorgdo do antigeno na lamina em estufa por uma hora. Com a lamina
preparada realiza-se a pipetagem das amostras, seguido de ciclos de lavagem
em BPS e por fim a inclusdo do anti-anticorpo marcado com a fluoresceina +



Azul de Evans, lavagem, secagem, formacdo do filme de glicerina,
posicionamento da laminula e visualizacdo sob microscopio de fluorescéncia.
Na avaliacédo, se o animal for positivo, 0 mesmo dispde de anticorpos que se
ligardo ao antigeno o qual o anti-anticorpo possui afinidade e se liga,
proporcionando sob microscoépio e luz UV um efeito de florescéncia que marca

o alvo.

3.2.4 Biologia Molecular

Diferente do imunodiagnostico, a biologia molecular trabalha com a deteccéo
do antigeno de forma direta, e ndo do anticorpo. As atividades do setor, sédo
numerosas e regulares oque contribuiu para minha pronta participagdo em cada
etapa, desde a pipetagem dos materiais e reagentes ate a programacado dos
equipamentos robotizados e avaliacdo dos resultados obtidos, consumindo boa
parte dos dias trabalhados, ja que além da rotina, ainda havia a preocupagéo com
a aquisicao de resultados para o trabalho de concluséo.

As etapas principais por mim desempenhadas serdo a seguir descritas:

Extracdo — processo que como sugere o proprio nome, consiste em extrair o
material genético presente na amostra, através de etapas de lise e purificacdo.

Dentro da rotina contamos com 2 métodos robotizados utilizados:

QIAcube HT (Qiagen®) (Figura 4) realiza a extracdo por um processo de
purificacédo por filtro de coluna de silica, que consiste na passagem de 200uL da
amostra fluida em PBS por solucbes de lise, que rompe a célula e expde o
material genético, seguidas etapas de lavagem para retirar residuos que afetem a
reacao, e forcar a passagem por um filtro de silica através de bomba de vacuo. A
filtragem permite a passagem somente do material de eluicdo, ou seja o material

genético.

Kingfisher_Mag_MaxTM Pathogen RNA/DNA Kit (Thermofisher®) (Figura
4) diferente do método anterior utiliza de um conjunto de beads magnética que
torna o protocolo mais eficiente e rapido possibilitando a extracdo de 96 amostra
em 35 min. Nesse protocolo a amostra passa por um pré-processamento, que
consiste na montagem das placas de lavagem e da amostra j& com a solucéo de

Lise e Baeds, que se ligam ao material genético e por meio de placas magnéticas



€ atraido e assim possibilitando a lavagem do sobrenadante, retirando o0s

residuos celulares, e através de um processo térmico as Beads sdo separadas do

material genético na placa de elui¢do, depositando o material ja purificado.

Com o fim do processo de extracdo a placa de com o material eluido é

colocada para analise seguindo algumas possiveis técnicas (PCR convencional,
Nested PCR e qPCR)

Figura 4 — Extratores; 1 Extrator QIAcube HT (Qiagen®); 2 Extrator

Mag_MaxTM (Thermofisher®). Fonte: Arquivo pessoal
PCR convencional — descrita por MULLIS (1994) modificada, consiste em
detectar o material genético de um antigeno especifico, através do desenho de
primers que se anelam somente com o material genético deste antigeno,
assim viabilizando a ligacdo com a DNA polimerase e amplificacdo deste
material delimitado pelos primers forward e reverse em sistema de
termociclagem. Logo a apos a amplificacdo a esse material € adicionado
corante (Gel red + Loading 1:2) na proporcao de 3uL de cortante e 2uL de
amostra, em seguida pipetado em gel de agarose 1,5 %, imerso em TBE
(Tris/Borato/EDTA) a 100 v por 1 hora. Depois de corrido e gel € posiciona em
camara de visualizacdo de gel com luz UV e camera acoplada, possibilitando a
visualizacdo dos pares de base marcados na amostra e comparado com seu

controle positivo, identificando a presenga ou n&do do antigeno.



Nested PCR — técnica se assemelha muito com a técnica convencional, o
grande diferencial da técnica € sua maior sensibilidade, que esta trabalha com
2 conjuntos de amplificagbes. Sendo que na primeira ciclagem o primer
utilizado amplifica um produto maior, j& na segunda amplificacdo séo utilizados
primers mais internos amplificando o produto ja amplificado. Por se tratar de
uma técnica mais especifica, esta detecta ate mesmo agentes em amostras
com pouca carga viral. A avaliacdo segue o0 mesmo padrdo da convencional,
através da leitura dos pares de base em gel de agarose.

PCR quantitativo (QPCR) — técnica, relatada desde 2003 que possibilita a
guantificacdo do agente na amostra, através da curva de amplificacdo
comparado aos “quantification cycle CQs” que pode ser visualizado durante o
processo da corrida no equipamento. O grande diferencial da técnica, € a
utilizacdo de uma sonda marcada com fluoréforo, que se liga ao centro do
produto amplificado, que posteriormente é degradado pela Tag-Polimerase,
assim emitindo um feixe de onda luminosa detectavel na formacéo da curva de
amplificacdo durante a ciclagem.

Sequenciamento — técnica que permite concluir com mais precisdo o
diagnostico em alguns casos especiais, em casos onde o animal apresenta
sinais clinicos, porem 0 mesmo é negativo na molecular e positivo na
sorologia, isso pode ocorrer por conta da especificidade dos primers que
podem detectar uma subespécie e outra ndo mesmo sendo pertencentes a
mesma espécie. Nesse caso temos a op¢ao de sequenciar a amostra e blastar
no GenBank (NCBI) para identificar o que foi sequenciado. Uma técnica ainda
pouco utilizada na rotina por conta se seu custo ao requisitante, porem muito
utilizada na pesquisa para identificar novas espécies de agentes que podem

ser encontrados no ambiente.

3.2.5 Limpeza e esterilizacao

A rotina de limpeza de materiais é diaria e bem volumosa ja que a rotina de

todos os laboratdrios e revertida para apenas uma sala de lavagem. O processo

envolve a limpeza de ponteiras, vidrarias em geral, provetas, placas do

imunodiagnostico, graal e pistilos, além da esterilizacdo de gaze, meios e todos

0s materiais que ja foram limpos.



10

Com relacéo a rotina, todos os dias as atividades de limpeza e esterilizagédo
eram as primeiras a ser desempenhadas, sendo estas permanentes por todo
periodo de estagio diariamente.

A lavagem segue um protocolo rigido por se tratar de material infectado que
podem trazer risco aos manipuladores. Inicialmente se realiza a inativacdo em
Hipoclorito 2% durante 30 min a 1 hora, seguido da lavagem abrasiva com Extran,
enxague, em agua de torneira acompanhado de molho em agua destilada por de
30 min a 1 hora para retirar qualquer residuo dos produtos de limpeza. Ap6s o
molho os materiais s@o levados a fornos a 80 °C até que 0s mesmos sequem,
podendo ser enviados a sala de montagem onde serdo embalados para a

autoclavagem.

Outro ponto importante a se ressaltar e a higiene das vestimentas que séo
utilizadas na rotina. Quando as mesmas ndo sao descartaveis, sdo utilizados
jalecos com material que suporta a autoclavagem, sento totalmente vetado o

transporte dos mesmos para fora das instalacdes antes de sua esterilizacéo.

3.3Resumo quantificado das atividades
As atividades realizadas tiveram inicio do dia 07 de agosto de 2019 e se
finalizaram dia 29 de outubro de 2019 completando carga horaria de 420 horas.
Dentro desse periodo foram acompanhadas inumeras atividades dentro do
préprio LVB, as atividades foram divididas entre as técnicas diagnosticas.De
forma geral as atividades realizadas obedecem a descricéo do gréafico 1 a sequir,

gerando um montante final de 7920 avaliacdes.



Grafico 1- Relacgdo geral das atividades desempenhadas de 07/08/2019 a
29/10/2019.
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No imunodiagnostico para melhor entendimento a tabulacdo foi dividida

entre as trés principais avaliacbes do escopo ELISA, VN, RIFI descritas

respectivamente nos graficos 2, 3 e 4 respectivamente.

Gréfico 2- Laboratério de ELIZA de 07/08/2019 a 29/10/2019.
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Gréfico 3- Laboratério de Virus Neutralizacdo de 07/08/2019 a 29/10/2019.
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Gréfico 4- Laboratério de Imunofluorescéncia Indireta de 07/08/2019 a
29/10/20109.
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As atividades realizadas na Biologia Molecular fecharam um total de 3823

avaliacdes segregadas entre as enfermidades como descrito no grafico 5.
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Gréfico 5: Atividades desempenhadas na Biologia Molecular
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Importante ressaltar que algumas atividades como as de limpeza, montagem
e altoclavagem n&do entram nos graficos, mesmo assim estas foram
desempenhadas diariamente pela de manha, antes do inicio da rotina do

Laboratorio.
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Resumo:

O género Parapoxvirus inclui 4 espécies, dentre eles, o virus da Estomatite Papular Bovina (BPSV), Orf virus (ORFV),
Parapoxvirus do veado vermelho da Nova Zelandia (PVNZ) e virus da Pseudovariola Bovina (PCPV). Estas espécies
acometem bovideos e, tem sua importancia no diagnéstico diferencial para febre aftosa, além de poder infectar humanos
que tiveram contato direto ou indireto com o animal. Este estudo tem como objetivo padronizar e validar a reacdo de PCR
quantitativo (QPCR), para implantagdo na rotina diagnostica do Laboratério de Viroses de Bovideos (LVB), Instituto
Bioldgico de Sdo Paulo. Como estirpe de referéncia foi utilizado o virus da Pseudovariola Bovina (PCPV), ATCC VR-
634 na 4° passagem em células de linhagem MDBK. O material viral foi extraido e submetido a uma serie de etapas para
a otimizacdo da reacdo incluindo a determinag8o das concentragdes de Primer, sonda além da temperatura de anelamento,
sensibilidade e repetitibilidade. A eficiéncia do teste foi de 91,398% mantendo a distancia (slope) entre as dilui¢des virais
de -3,547, com coeficiente de relacéo (RZ) 0,948 e uma alta sensibilidade detectando 1 TCID 50/50pL, obtendo uma
reacdo otimizada e padronizada para a inclusdo na rotina laboratorial.

Palavras-chave: PCR em tempo real, poxviridae, PCPV

STANDARDIZATION AND REACTION VALIDATION OF QPCR FOR

PARAPOXVIRUS GENRE.
Abstract:

The genus Parapoxvirus includes 4 species, including Bovine Papular Stomatitis Virus (BPSV), Orf virus (ORFV), New
Zealand Parapoxvirus of red deer (PVNZ) and Pseudocowpox (PCPV). These species affect cattle and have their
importance in the differential diagnosis for foot and mouth disease, besides being able to infect humans who had direct or
indirect contact with the animal. This study aims to standardize and validate quantitative PCR reaction (QPCR) for
implementation in the diagnostic routine of the Laboratdrio de Viroses de Bovideos (LVB), Instituto Biologico de Séo
Paulo. As reference strain the Pseudocowpoxvirus (PCPV), ATCC VR-634 was used in the 4th pass in MDBK strain
cells. The viral material was extracted and subjected to a series of steps for reaction optimization including determination
of Primer concentrations, probe in addition to annealing temperature, sensitivity and repeatability. The efficiency of the
test was 91.398%, maintaining the slope between the viral dilutions of -3.547, with a ratio coefficient (R2) of 0.948 and a
high sensitivity detecting 1 TCID 50 / 50uL. Obtaining an optimized and standardized reaction for inclusion in the
laboratory routine.

Key words: Real time PCR, poxviridae, PCPV
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1. INTRODUCAO
Os virus do género Parapoxvirus da familia Poxviridae causam doencas

generalizadas, porém localizadas, de pequenos e grandes ruminantes (BUTTNER, 2002).
O mesmo inclui 4 agentes diferentes, dentre eles virus da Estomatite Papular Bovina
(BPSV), Orf virus (ORFV), Parapoxvirus do veado vermelho da Nova Zelandia (PVNZ) e
virus da Pseudovariola Bovina (PCPV) (DAS et al, 2016). Dentre suas caracteristicas, em
destaque observa-se sua adaptabilidade a diversos hospedeiros, sendo sabidamente
zoonético, podendo infectar humanos que tiveram contato direto ou indireto com animais
infectados, além de envelopados, portanto muito resistentes em condi¢cGes ambientais, com
genoma DNA de fita dupla (CARGNELUTTI et al, 2014).

A distribuicdo geografica dos agentes do género é ampla, acometendo animais de
diversas regides do planeta. No Brasil o padréo de distribuicdo se repete, sendo encontrado
em todas as cinco regides do pais (LAGUARDIA-NASCIMENTO et al, 2017). Existem
relatos da deteccdo de agentes da familia Poxviridae nas florestas de Sdo Paulo desde a
década de 60 e 70, porem somente a partir de 1999 com o Programa Nacional de
Erradicacdo e Prevencdo da Febre aftosa (PNEFA) a circulacdo do agente se tornou
evidente, ja que os testes diagnosticos buscavam a distingdo entre essas duas doencas
(MEGID, J. et al, 2012).

Devido o quadro de sinais clinicos, as Parapoxviroses se encaixam no grupo das
doencas vesiculares. Mesmo que as lesdes causadas pelo PCPV e BPSV sejam
confundiveis com febre aftosa, estomatite vesicular e vaccinia bovina, pouca importancia
tem sido dada a esses agentes (CARGNELUTTI et al, 2014). Sendo necessario 0
desenvolvimento de trabalhos que mostrem a importancia da identificacdo dessas doencas,
para a compreensdo da epidemiologia e impacto sanitario de doencas vesiculares em
bovinos.

As parapoxviroses normalmente sdo diagnosticadas, através de um conjunto de
técnicas, envolvendo a observacdo dos sinais clinicos, isolamento do préprio agente em
amostras, a deteccdo de anticorpos, ate mesmo a visualizacdo de particulas virais em
ensaios de microscopia eletronica e técnicas de PCR convencional (TORFASON, 2002).
Contudo, esses métodos tradicionais geralmente estdo associados a desvantagens, como

baixa sensibilidade de deteccdo ou demorados protocolos (Wang et al, 2017).
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Objetivou-se com o trabalho, padronizar e validar a reacdo gPCR, método répido e
sensivel para detecgdo e confirmagdo da presenca de agentes do género Parapoxvirus em

amostras de rotina laboratorial veterinaria.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Titulag@o da amostra padréo
Como amostra teste foi utilizado virus vivo padrdo de Pseudovariola Bovina (PCPV),

ATCC VR-634 na 4° passagem em células de linhagem MDBK (Madin-Darby Bovine
Kidney), mantido em criopreservagdo no banco criogénico do Laboratério de Viroses de
Bovideos (LVB), do Instituto Biologico de Sdo Paulo. Ap6s a ambientalizacdo, a amostra
pura sofreu diluicBes seriadas em base 10 (107 a 10®) em meio MEM, segundo método de
Titulacdo descrito por Reed & Muench (1938), onde sdo distribuidos em placa, 50 pL de
amostra e 50 pL de células MDBK (possibilitando determinar as TCIDs 50/50puLs), 8
repeticdes por amostra sempre em duplicata (resultando em 2 placas), e acondicionadas em
estufa a 37°C durante 3 a 5 dias aguardando o efeito citopatico. Apos a avaliacdo do efeito

em placa as amostras foram transferidas para eppendorfs e enviadas a extracao.

2.2 Extracao
O processo de extracao foi realizado utilizando diretrizes do método de extracéo por

beads magnéticas (Mag_MaxTM Pthogen RNA/DNA Kit- Thermofisher®). Este método
parte do principio onde 200 pLs da amostra sdo expostos a uma solucéo de Lisys, que tem
como objetivo basico romper as células e liberar o material genético para a suspencao,
onde encontra-se particulas magnéticas (beads) que possuem afinidade pela carga polar do
proprio material genético se aderindo ao mesmo. Apos essa fase de inicial toda a solucéo é
exposta as Tips magnéticas que atraem todas as particulas (aderidas as beads) para uma
coluna imantada, que passara por processos conseguintes de lavagem, a fim de retirar
qualquer residuo que possa prejudicar a reacdo de gPCR, finalizando com o processo de
eluicdo, que consiste na liberacdo do material genético em uma placa propria, gerando o

material genético puro eluido.

2.3 Gradiente de Anelamento dos Primers
Com o material genético extraido, foi necessario determinar qual a melhor

temperatura, para que ocorra o anelamento dos primers utilizados na reagéo a fita de DNA

do agente. Para determinar qual a temperatura ideal foi realizado PCR convencional em
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varias temperaturas (57,4; 58,5; 60; 61,8; 64,4; 66,5; 67,8 e 68,6°C). A sequéncia da
ciclagem foi a seguinte: 1° ciclo desnaturacdol a 95°C por 2min, seguida de 45 ciclos
desnaturacdo2 a 95°C por 5seg, anelamento gradiente 20seg, extensdo 72°C — 10seg e
resfriamento a 4°C. A reacdo foi realizada utilizando termociclador BioRad® C100 Touch,
com concentracfes de reagente descritas no quadro 1. A corrida de PCR foi realizadas
usando marcador de 20 pbs, em gel de agarose 3%, imerso em TBE e corrente de 70V por

uma hora.

Quadro 1: Reagentes da PCR convencional.

Master Mix Promega® 1X

Primer F Generic PPOX 0,4 umol/L
Primer R Generic PPOX 0,4 umol/L
Agua ultrapura -

Amostra SpuL

Total da Reagéo 25 pL

Instituto Bioldgico de Sdo Paulo 2019

2.4 Concentracao de Primer, Prob e Amostra na qPCR
Na determinacdo de tais concentragdes utilizando o kit VetMAX ™ -Plus

(Thermofisher®) no QuantStudio 12K Flex Real Time PCR (Life Technology®), em
concentracdo de primer (PPOX forward CGCGGTCTGGTCCTTG PPOX reverse
CAGCATCAACCTCTCCTACATCA) 0,4; 0,6 e 0,8 umol/L e Prob (PPOX probe
CCACGAAGCTGCGCAGCAT) 0,2; 0,25; 0,3; 0,5; 0,6 e 0,8 umol/L, em ciclagem de 95
°C 10 min 1cilo; 95°C 15 seg, 58°C 45 ciclos. Com a otimizacdo da reacdo para 0S
reagentes foram realizados testes para determinar qual o melhor volume de amostra, tendo
sido testados 2, 3, 4 e 5 uLs, sendo os critérios utilizados para a escolha a precocidade dos
quantification cycle (Cq), padrédo de curva e minimo ruido. Apds a realizacdo dos testes
com as amostras padronizadas foram incluidas algumas amostras da rotina para se observar

0 comportamento destas nas concentragdes determinadas.

2.5 Sensibilidade, Repetitibilidade e Reprodutibilidade
A sensibilidade é determinada através da, aplicacdo da reacdo para amostras em

diluicdo seriada do virus padrdo (107 a 10®) em triplicata assim possibilitado a

determinacdo do limiar de deteccdo e assim qual a sensibilidade desta reacdo. Para a
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repetitibilidade sdo realizados ensaios com mesma amostra em triplicata em diferentes dias
(ao menos 3), utilizando sempre os mesmos padrdes de diluicdo, método, matriz, threshold
manual e threshold automético. A reprodutibilidade valida a possibilidade de outro técnico
realizar 0 mesmo ensaio e obter resultados minimamente variaveis do determinado na
padronizacdo, normalmente realizada intralaboratorial onde técnicos diferentes executam o
mesmo ensaio possibilitando a comparagéo dos resultados.

Para cada padrdo anteriormente estabelecidos € realizada uma avaliagdo estatistica de
comparacdo de CQs determinada pelo Manual de verificacdo de desempenho de métodos
para diagnostico molecular de doencgas infecciosas na rede nacional de laboratorios
agropecuarios (MAPA/ACS, 2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
No processo de titulacdo viral, apds apenas 24 hs ja foi possivel a visualizacdo de

efeito citopético, atingindo efeito total ap6s 3 dias de incubacdo, alcancando titulos de 10
TCID50/50uL (Doses Infectantes em Cultivo de Células) pelo método de Reed & Muench
(1938).

ApOs a extracdo as amostras foram utilizadas para determinar a temperatura de
anelamento dos primers, através da realizacdo do gradiente ja citado, resultando em
temperatura de 58,5 °C sendo mantido 58°C, justificado pela melhor banda formada em gel
de agarose (Figura 1). Este resultado difere das temperaturas descritas por ZHAO, 2013;
DAS, Aet al, 2017 e YAEGASHI, G. el al, 2016 que encontraram temperatura de 60 °C, o
que pode ser justificado pelas diferencas dentro do processo de validagdo, equipamentos,
Master mix, e condicdes deferentes, que podem indiretamente interferir no valor
determinado. Além do fato que temperaturas mais altas estdo diretamente relacionadas com
a maior especificidade de annealin (Green, 2015) o que também pode estar diretamente

ligado com a diferenca na temperatura encontrada.
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Figura 1- Eletroforese PCPV, gradiente de anelamento. Corrida do PCPV em gel de
agarose 3% com marcador de 20pbs. Fonte: Arquivo pessoal

No processo de otimizacao da reacdo, o ajuste da concentracdo de primer e sonda foi
harmonizado em um binémio de 0,6 pMol de primer e 0,25 pMol de sonda, ajustados para
um volume de amostra de 2 pLs, resultado parcialmente similar ao observado por ZHAO,
2013 que também utilizou do mesmo volume de amostra porém com proporcao de primer e
sonda diferentes, diferenca que pode estar relacionada com a concentracdo de material
genético presente nas amostras, visto que no referido trabalho foram utilizadas amostras de
campo sendo assim necessario maior quantidade de primer para melhor desempenho em
curva.

Nos testes de sensibilidade, os resultados de deteccdo foram de 1 TCID50/50uLs

(Figura 2), que mostra a alta sensibilidade do teste.

101 FO= 103 10+ 10 10 107 108

Figura 2- Eletroforese PCPV, sensibilidade. Teste de sensibilidade, determinacdo da
deteccdo das TCIDs. Fonte: Arquivo pessoal
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Com a sensibilidade determinada e a reacdo otimizada o mesmo foi submetido a
testes em triplicata com o intuito de rodar a avaliagdo standard. A curva standard atingiu
valores, eficiéncia de 91,398%, distancia (slope) entre as dilui¢cdes virais de -3,547, com
coeficiente de relagdo (R?) 0,948 (Figura 3), resultados satisfatérios, levando em
consideracdo erros de pipetagem. Outro ponto que influi diretamente sobre os valores
principalmente da eficiéncia, seria a presenca de mais pontos na curva, ou seja se tornando
necessario uma estirpe com titulos maiores.

Ampitticanon Mgt (AMNn v Cycle)

PPOX

& 01 D095396 /
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Standard Curves
Standard Curve (Target: PPOX)

»0
C T -}
w»o
s 2
o A\
» e
»0

» 8

e \ .

3a0

Ry

ns
Do

ol

ashold Cytle |

120

ns

The

no

‘\
0 l

w0

Cuanty (Copes)
o
B Staocard I Uokown B Unknown (Fagged)
siopo 3 5405 Y- imorcopt 37 5540 Fows o2

Figura 3- Curva Padrdo. A curva de padronizacdo de gPCR; B
gréfico linear de Curva Padrdo. Fonte: Arquivo pessoal.

4. CONCLUSOES
Padronizou-se a gPCR para Parapoxvirus, podendo ser implementada na rotina de

diagnostico, como diferencial de doencas vesiculares, colaborando com o desenvolvimento
cientifico, uma vez que Brasil caminha para ser livre de febre aftosa sem vacina.
Evidenciando que diagnostico rapido no atendimento de doencas vesiculares € vital para a

tomada de decisdo, mitigacao e controle.
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ANEXO - NORMAS PARA PUBLICAC}AO EM REVISTA ARQUIVOS DO
INSTITUTO BIOLOGICO
Artigo cientifico: compreendera os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es), enderego

do autor correspondente e local de origem dos demais autores, resumo em portugués,
palavras-chave, titulo em inglés, abstract, keywords, introducdo, material e métodos,

resultados e discussao, conclusGes, agradecimentos e referéncias.

Apresentacdo: os trabalhos deverdo ser elaborados em Word (.doc ou .docx), pagina A4,
com margens de 2,5 cm, fonte Times New Roman, tamanho 12, espaco duplo e péginas
numeradas em sequéncia.
As linhas deverdo ser numeradas de forma continua, utilizando a ferramenta Layout em
Configurar Pagina.
O maximo de paginas sera 25 para artigos de revisdo, 20 para artigos cientificos e 10 para

comunicagéo cientifica, incluindo tabelas e figuras.

Titulo: embora breve, devera indicar com precisdo o assunto tratado no artigo, focando a
sua finalidade principal.
Nome(s) e Endereco(s) do(s) autor(es): Ndo deve constar do corpo do manuscrito, pois
Arquivos do Instituto Bioldgico segue revisdo por pares duplo cega. Essas informacdes
devem ser inseridas no campo especifico do sistema online de submissdo.
Resumo: devera apresentar concisamente o objetivo do trabalho, material e métodos e
conclusbes, em um Unico pardgrafo. Nao ultrapassar 250 palavras.
Palavras-chave: abaixo do resumo e separado por um espago, citar n0 maximo cinco
palavras-chave, separadas por virgula. N&o utilizar termos que aparecam no titulo.
Abstract: apresentar uma traducdo para o inglés do titulo do trabalho e do resumo. A
sequir, relacionar também em inglés as mesmas palavras-chave (keywords) ja citadas. Ndo
ultrapassar 250 palavras.
Introducéo: descrever a natureza e o objetivo do trabalho, sua relacdo com outras
pesquisas no contexto do conhecimento existente e a justificativa da pesquisa feita.
Material e Métodos: apresentar descricdo breve, porém, suficiente para permitir uma
repeticdo do trabalho. Técnicas e processos ja publicados, exceto quando modificados,
deverdo ser apenas citados. Nomes cientificos de espécies, bem como drogas, deverdo ser
citados de acordo com regras e padroes internacionais.

Resultados: apresenta-los acompanhado de tabelas e/ou figuras, quando necessario. As
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tabelas e figuras devem ser inseridas apos as referéncias.
Discussao: discutir os resultados obtidos comparando-os com os de outros trabalhos
publicados (resultados e discussdo poderdo fazer parte de um U(nico item).
Tabelas e Figuras: incluir titulo claro e conciso que possibilite o seu entendimento sem
consultas ao texto. As tabelas ndo deverdo conter linhas verticais. No texto, use a palavra
abreviada (ex.: Fig. 3). As figuras devem estar no formato jpg (fotos) ou gif (gréaficos e
esquemas) e com tamanho inferior a 500 Kb. As figuras originais ou com maior resolugéo
poderdo ser solicitadas apds o aceite. Devem ser enviadas em arquivos individuais e
nomeadas de acordo com o numero da figura. Exemplos: Figl.gif, Fig2.jpg.
Conclusoes: serdo citadas em ordem de importancia. Poderdo constituir um item a parte ou
serem incluidas na discussao.
Agradecimentos: poderdo ser incluidas pessoas ou instituicbes. No caso de agéncia de
fomento, deve-se incluir o numero do processo do  financiamento.
Referéncias e citacfes no texto: Citar apenas as referéncias estritamente necessarias para
a compreensdo do trabalho. Recomenda-se em torno de 25 referéncias para artigos e
comunicacgdes cientificas. Citacbes no texto e referéncias estdo diretamente vinculadas.
Todos os autores citados devem figurar nas referéncias. A referéncia no texto deve seguir o
sistema sobrenome do autor e ano de publicacéo e devera estar em maiuscula, tal como: 1
autor - ALLAN (1979) ou (ALLAN, 1979); 2 autores — LOPES; MACEDO (1982) ou
(LOPES; MACEDO, 1982); mais de 2 autores - BESSE et al. (1990) ou (BESSE et al.,
1990); coincidéncias de autoria e ano de publicacdo - (CURI, 1998a), (CURI, 1998b) ou
(CURI, 1998a, 1998b). As referéncias deverdo ser baseadas na NBR 6023/2018, da
Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), e estar em ordem alfabética de

primeiro autor. A exatiddo dos dados nas referéncias é de responsabilidade dos autores.



