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Apresentacao

Desde o inicio da década de 1970, hd uma crescente conscientizacdao mundial sobre a
necessidade de preservacdo dos recursos genéticos, que sao essenciais para o
atendimento das demandas de variabilidade genética dos programas de melhoramento,
principalmente aqueles voltados para alimentacéo.

No Brasil, esta necessidade é especialmente importante, uma vez que a maioria dos
cultivos que compdem a base alimentar do pais é de origem exdética. Observa-se, por
exemplo, que cerca de 95% dos acessos de cereais conservados em colecoes do Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecuaria (SNPA) sdo de espécies exdticas. Portanto, a
manutencao e o enriquecimento continuo da variabilidade genética dessas colecoes sao
prioritarios e estratégicos, considerando, ainda, as atuais restricoes internacionais ao
intercambio de germoplasma.

Na década de 1970, a Food and Agriculture Organization (FAO), érgdo das Nacoes Unidas,
estimulou o estabelecimento de uma rede mundial de centros para a conservacao de
recursos genéticos situados em regides consideradas de alta variabilidade genética. Em
1974, o Consultative Group for International Agricultural Research (CGIAR) criou o
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), hoje transformado no Bioversity
International. No mesmo ano, a Embrapa reconheceu a importancia estratégica dos
recursos genéticos com a criacdo do Centro Nacional de Recursos Genéticos (CENARGEN),
que mais recentemente adotou a assinatura-sintese Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

A criacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e a consolidacdo do SNPA
estabeleceram ambiente propicio para a formatacdo da Rede Nacional de Recursos
Genéticos. A partir de entdo, paulatinamente, colecdes de germoplasma foram
estruturadas em diferentes Unidades Descentralizadas, predominantemente na area
vegetal.

Em 1993, por intermédio de deliberacdo da Diretoria Executiva, a Embrapa formalizou,
como ferramenta de gestdo das colecdes, o Sistema de Curadorias de Germoplasma e
definiu os papéis e as responsabilidades para os diversos atores envolvidos nesse Sistema,
tais como: curadores de colecdes de germoplasma, chefes de Unidades Descentralizadas
gue abrigavam as colecdes e a Supervisdao de Curadorias. Os projetos em rede foram
definidos como figuras programatica e operacional, possibilitando o custeio de atividades
de coleta, intercambio, quarentena, caracterizacao, avaliacdo, documentacado, conservacao
e utilizacao de germoplasma, além da manutencao das colecdes. De 1993 até a presente
data, muitas colecGes de germoplasma foram estabelecidas e, atualmente, o Sistema de
Curadorias da Embrapa retine 209 colegdes, incluindo Bancos Ativos de Germoplasma
Vegetal (BAGs), Nucleos de Conservacao Animal, Colecdes Biolégicas de Micro-
organismos e Colecoes de Referéncia, as quais abrangem espécies nativas e exéticas. Nas



demais Instituicoes do SNPA, estima-se que sdo mantidos pelo menos outros 243 Bancos
Ativos de Germoplasma Vegetal.

Como duplicata de seguranca dos acessos mantidos nos BAGs, a Embrapa Cenargen
abriga a Colecao de Base (COLBASE) de germoplasma vegetal, projetada para conservar
sementes a temperatura de -20°C por longo periodo de tempo.

Como consequéncia desses 30 anos de atividades relacionadas ao manejo dos recursos
genéticos, os curadores adquiriram uma bagagem de conhecimentos praticos na area,
conhecimentos estes que foram, em parte, sistematizados e disponibilizados para a
sociedade por intermédio da presente obra: “Manual de Curadores de Germoplasma”.

Esperamos que esta publicacdo em série torne-se um guia para curadores de germoplasma
no Brasil e no exterior, e que contribua efetivamente para o aprimoramento da gestao dos
recursos genéticos deste pais.

Mauro Carneiro
Chefe Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Virus de Invertebrados,
Suinos e Aves

Maria Elita Batista de Castro
Zilda Maria de Aradjo Ribeiro
Marlinda Lobo de Souza
William Sihler

Paulo Augusto Esteves
Mateus Lazzarotti

Introducao

No presente Manual, estdo descritos os procedimentos basicos e as principais técnicas
utilizadas para coleta, isolamento, identificacdo, caracterizagdo, preservacao e
multiplicacdo de virus de invertebrados e virus de interesse para a suinocultura e
avicultura.

Duas Colecoes estdo aqui listadas: Colecao de Virus de Invertebrados (CVI), mantida na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia, DF), e a Colecao de Micro-
organismos de Interesse para a Suinocultura e Avicultura (CMISEA), mantida na Embrapa
Suinos e Aves (Concdrdia, SC).

O objetivo deste manual é fornecer informacoes bdsicas sobre procedimentos a serem
adotados para manutencao das colecdes de virus em suas atividades essenciais, visando
dar suporte ao Sistema de Curadorias de Germoplasma da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - EMBRAPA.

Virus de invertebrados: Colecao de Virus de
Invertebrados (CVI)

Virus de invertebrados podem ser encontrados na natureza como excelentes agentes para
o controle de pragas agricolas e florestais. A identificacdo e caracterizacdo desses virus
sao atividades importantes na busca de novos agentes de controle biolégico, sendo
essenciais como suporte ao desenvolvimento, ao registro e a avaliacao de bioinseticidas.

Atualmente sdo reconhecidas 25 familias de virus de invertebrados, sendo a familia
Baculoviridae pertencente ao grupo de virus especificos de artrépodes (HERNIOU et a/.,
2011). Em geral, os baculovirus componentes desta familia sdo eficientes e oferecem
maiores vantagens sobre os inseticidas classicos, devido a sua especificidade e viruléncia
ao inseto hospedeiro, além de serem ambientalmente seguros e compativeis com outras
estratégias de controle. Sua aplicacdo tem avancado bastante nas ultimas décadas, tanto
como inseticida biolégico em programas de manejo integrado de pragas (MIP) quanto como
vetores de expressao génica para a producao de proteinas recombinantes em células de
insetos e, mais recentemente, de mamiferos.
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Coleta de amostras

As amostras sao coletadas a partir de insetos mortos com sinais de infec¢do, ou ainda
vivos com os sintomas caracteristicos de infeccao por virus. Os virus contaminam os
insetos principalmente por via oral, mediante a ingestdo do alimento, que em geral
compoe-se de folhas de plantas. Outras formas de contaminacdo podem ser por
canibalismo de insetos doentes, animais e insetos predadores, ou ainda por fatores
climaticos (chuvas e ventos) e fisicos (maquinas agricolas utilizadas nas lavouras).

A coleta de insetos no campo também pode ser feita sistematicamente. Geralmente,
realiza-se essa coleta quando os virus ainda ndo foram encontrados para uma dada espécie
de inseto, em uma determinada regido, ou quando se pretende encontrar novos isolados
(geograficos) de um determinado virus.

Todo material coletado deve ser imediatamente acondicionado sob temperatura baixa, a
fim de evitar sua deterioracdo. Além disso, isolados virais remetidos por diferentes
instituicoes de pesquisa ou ensino sao identificados e introduzidos na Colecdo para
processamento, identificacdo e caracterizacao.

Isolamento

Para o isolamento do agente patogénico, realiza-se inicialmente um exame fisico geral do
inseto infectado, observando-se as caracteristicas inerentes a infeccao causada por virus.
Os principais sintomas tipicos de infeccao viral sdo: coloracao alterada da larva, corpos
flacidos, mobilidade reduzida e larvas frequentemente presas pelos pseudépodos
posteriores no topo das plantas.

Purificacao de virus

A primeira etapa da purificacao de virus é a homogeneizacao de tecidos do hospedeiro ou
células infectadas em cultivo. O material contendo virus pode ser suspenso em agua
destilada ou tampao adequado e em seguida homogeneizado. Algumas vezes, a adicdo de
SDS 0,1% (dodecil sulfato de sédio) pode ser efetiva para a ruptura das células e reducéao
de material contaminante. O material pode também ser congelado antes de ser
homogeneizado para ajudar na ruptura das células. Apés a maceracao, os fragmentos
celulares sao removidos por filtracdo do material em diversas camadas de gaze, e o virus é
entdo recuperado no material filtrado. Para a purificacdo completa das particulas virais, sdo
empregados procedimentos de ultracentrifugacdo em gradientes de sacarose (40 a 65%).

Identificacdo e caracterizacao

As amostras virais da Colecao (CVI) sdo caracterizadas ou parcialmente caracterizadas,
dependendo, principalmente, do interesse e da demanda de uso no controle biolédgico de
pragas. Essa atividade é de fundamental importancia para maior conhecimento e
disponibilizacdo do material conservado (SOUZA et al., 2001). A seguir, sado citadas
caracteristicas gerais dos baculovirus usualmente utilizados como base para a
caracterizacao.
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Classificacao taxonémica — Nomenclatura

Sistema adotado para classificacdao e nomenclatura de virus — International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV), que é revisado de 5 em 5 anos. O Relatério mais recente é o
Ninth Report of the ICTV (KING et al., 2011).

Familia

Baculoviridae — Compreende um grande grupo de virus, os baculovirus, que infectam
somente invertebrados, principalmente insetos das ordens Lepidoptera, Hymenoptera e
Diptera.

Género

Alphabaculovirus — NPV especificos de lepidépteros.
Betabaculovirus — GV especificos de lepiddépteros.
Gammabaculovirus — NPV especificos de himenépteros.
Deltabaculovirus — NPV especificos de dipteros.

> NPV - Nucleopolyhedrovirus (Grupo |, Grupo Il): corpos de oclusao (OBs - occlusion
bodies); forma poliédrica (0.15 a 15 ym); matriz proteica cristalina; poliedrina (29 a 33
kDa), principal componente estrutural dos poliedros.

> GV - Granulovirus: corpos de oclusao (OBs); forma ovocilindrica (0.3 x 0.5 ym); matriz
proteica cristalina; granulina (29 a 33 kDa), principal componente estrutural dos granulos.
Espécie

O virus é nomeado de acordo com a espécie do inseto hospedeiro do qual foi primeiro
isolado. Ex.: Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja) é o inseto em que o virus foi
encontrado pela primeira vez. O virus isolado é um nucleopolyhedrovirus, com virions

contendo varios nucleocapsideos por envelope. Portanto, a espécie é denominada de
Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV).

Organizacao dos nucleocapsideos nos corpos de oclusédo (OBs)
® Multiple (M) — Varios nucleocapsideos por envelope (MNPV).
® Single (S) — Apenas um nucleocapsideo por envelope (SNPV).

Genoma

DNA fita dupla, circular, supercoiled, de tamanho 80-180 kb, que codifica 90 a 180
genes. A replicacdo do DNA viral ocorre na maioria das vezes no nucleo das células.
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Ocorréncia e multiplicacéao

De ocorréncia natural em uma variedade de diferentes espécies de invertebrados, tendo
mais de 700 espécies de hospedeiros descritos. Estao distribuidos principalmente nas
ordens Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera. A multiplicacdo de virus é totalmente
dependente do hospedeiro, pois sdo parasitas intracelulares obrigatérios, possuem
organizacao e composicao estrutural caracteristicas e processo Unico de replicacao.

Ciclo de vida

Bifasico — Durante o ciclo de infeccdo, produzem dois fenétipos: virus derivado de oclusao
(occlusion derived virus — ODV) e virus extracelular (budded virus — BV). Estes virions séao
similares na estrutura dos nucleocapsideos e diferem na origem e composicdo de seus
envelopes e em suas funcdes.

® Infeccao primaria: via oral — OBs (corpos de oclusao); particulas responséaveis pela infeccao

inseto-inseto; estrutura altamente estavel no meio ambiente.

® Infeccao secundaria: via intra-hemocélica — BVs (virus extracelulares); particulas responsaveis
pela infeccao célula-célula (infeccao sistémica); BVs utilizadas também para a infeccao in vitro
(linhagens celulares de insetos).

Utilizacao

Agentes de controle biolégico: bioinseticidas; vetores de expressao génica: baculovirus
recombinantes, proteinas recombinantes (induUstria farmacéutica); e vetores de terapia
génica.

Praticamente todos os virus armazenados na Colecao (CVI) sdo da familia Baculoviridae.
Porém, pela classificacdao taxon6mica (KING et a/., 2012), estao descritas as seguintes
familias de virus de invertebrados: (a) virus de DNA - Ascoviridae, Asfarviridae,
Baculoviridae, Iridoviridae, Malacoherpesviridae, Nimaviridae, Polydnaviridae, Poxviridae e
Parvoviridae (Dicistroviridae, Iflaviridae); (b) virus de RNA — Bunyaviridae,
Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae, Roniviridae, Flaviviridae, Nodaviridae, Picornaviridae,
Roniviridae, Tetraviridae, Togaviridae, Tymoviridae, Birnaviridae, Reoviridae
(Sedoreovirinae, Spinareovirinae), Metaviridae e Pseudoviridae.

Caracterizacao morfolégica

Microscopia 6tica: utilizada principalmente para identificacdo e contagem de corpos de
oclusao (poliedros), contagem de células e monitoramento de células infectadas.
Microscopia eletrénica (transmissao e varredura): utilizada para comprovacao da
identificacao e taxonomia do patégeno, com base na anéalise ultraestrutural de amostras do
material isolado.

Cortes ultrafinos, resultantes de particulas virais purificadas, sdo processados e
observados por microscopia eletronica de transmissao (MET) para observacao das varias
estuturas (cortes transversal e longitudinal), como os virions, que exibem nitidamente a
presenca de nucleocapsideos, os virions imersos em uma matriz proteica formando o corpo
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de oclusdo, ou ainda os diversos efeitos citopaticos, quando o material processado é
composto por tecidos frescos de larvas infectadas (alteracoes morfoldgicas, replicacao
viral no nucleo das células, formagcdo de estroma virogénico, etc).

Caracterizacao bioquimica

Particulas virais, chamadas corpos de oclusdo (OBs), sdo purificadas a partir de
ultracentrifugacao em gradientes de sacarose (MARUNIAK, 1986) e entao submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Este é um método simples e eficaz que
permite a separacao de proteinas em um campo elétrico, de acordo com o tamanho das
moléculas (LAEMMLI, 1970). Apds a coloracao do gel com Coomassie brilliant blue ou
nitrato de prata, as proteinas estruturais, tais como a poliedrina (principal componente
proteico dos poliedros dos nucleopolyhedrovirus - NPV) e a granulina (principal
componente proteico dos granulos dos granulovirus - GV), sao detectadas e usualmente
comparadas com marcadores de pesos moleculares conhecidos. Outro procedimento
utilizado é a analise dos peptideos sintetizados em cultura de células de inseto ao longo do
ciclo de infeccéo, utilizando-se marcacéo radioativa com *S-metionina.

Caracterizacao molecular

Em geral, os estudos moleculares de virus sdo desenvolvidos em sistemas de infeccao /in
vitro. O estabelecimento de linhagens de células de insetos permissivas a replicacao viral
promoveu o avanco da biologia molecular de baculovirus. Para um maior detalhamento da
caracterizacao de baculovirus para determinar sua relacéao e interacdo com o hospedeiro,
andlises moleculares sado requeridas, baseando-se na correlacdo das informacdes genéticas
com suas propriedades bioldgicas e funcionais.

Portanto, é interessante que se tenha inicialmente disponiveis particulas virais purificadas
ou semipuras, DNA viral extraido e purificado e linhagens celulares suscetiveis ao virus
(hospedeiras). As técnicas e os protocolos descritos por Sambrook et al. (1989) e O'Reilly
et al. (1992) sdao muito utilizados para purificacdo de DNA viral por extracées com fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1); clivagem de DNA com enzimas de restricdao (REN)
e analise por eletroforese em gel de agarose.

A andlise de restricdo de DNA é uma valiosa técnica que, acoplada a PCR (Polymerase
Chain Reaction), hibridizacao (Southern Blot) e clonagem, é capaz de produzir fragmentos
de DNA. Essa técnica permite construir bibliotecas genémicas, detectar variabilidade
genética entre isolados virais (temporais e geograficos), distinguir diferentes baculovirus,
identificar e localizar fragmentos contendo genes de interesse, promover amostras puras
para sequenciamento, estimar o tamanho total do genoma, analisar sequéncias genéticas,
e estabelecer as relagdes filogenéticas entre os virus e sua taxonomia.

Outras técnicas de biologia molecular, como a construcdo e a anélise de virus
recombinantes com mutacoes sitio-especificas — ou com insergcées de sequéncias de DNA
exdgenas — tém sido utilizadas para aumentar o conhecimento da funcao e do controle de
genes virais, para melhorar esses virus como agentes de controle biolégico e para facilitar
o desenvolvimento de baculovirus como vetor de clonagem. A técnica de PCR, além de ser
bastante utilizada em estudos de genes virais (conforme ja citado), por se tratar de um
método rapido e simples de diagndstico para a deteccdo de baculovirus no meio ambiente,

13
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é também uma interessante ferramenta de monitoramento apds a liberacdao do virus no
campo.

Preservacao

Os virus sdo conservados principalmente na forma de particulas virais purificadas, corpos
de oclusdo — OBs (poliedros ou granulos), ou suspenséao viral semipurificadas mantidas em
agua destilada, em freezer a -20°C. Lagartas infectadas por virus também sdo mantidas
congeladas (acondicionadas a -20°C) até que sejam processadas para isolamento do virus.
Os virus extracelulares (BVs), outro fenétipo viral, podem ser armazenados na geladeira
(+4°C). Outra forma de conservacao de virus é o acondicionamento a -80°C.

Ambos os fendtipos, OBs e BVs, armazenados nas formas de acondicionamento indicadas
neste manual, apresentam estabilidade por longos periodos de tempo, ndao sendo
detectadas variacdes significativas em sua infectividade (viruléncia).

Multiplicacao de virus

Sistemas de infeccdo in vivo

Sao utilizadas técnicas de inoculacao e infeccao de insetos para multiplicacao viral
(formacao de estoques virais) e para testes de infectividade viral (espectro de hospedeiro,
bioensaios). Os bioensaios sao realizados para a avaliacao da patogenicidade viral, que se
baseia na determinacédo dos seguintes parametros de mortalidade: CLso (concentracao
letal); DLso (dose letal); TLso (tempo letal); TS (tempo de sobrevivéncia); % (taxa de
mortalidade); e TM (tempo de morte).

Insetos sao criados com dieta artificial ou natural, sob condicdes controladas de
temperatura (27°C), umidade (70%) e fotoperiodo (14 h/10 h). Em caso de insetos que
ainda ndo possuem dieta artificial estabelecida, a manutencao do periodo larval do inseto é
feita com folhas da planta hospedeira. A avaliacdo da sintomatologia da doenca é feita
diariamente. As larvas infectadas sao coletadas logo apds sua morte, o que em geral
ocorre do 6° ao 9° dia apés a ingestado do virus.

Sistemas de infeccdo in vitro

Linhagens de células de insetos estabelecidas sao utilizadas para a infeccdo com virus
extracelulares (BV). Apds o periodo de adsorcao do virus, o indculo é retirado e as células
sdo mantidas a 27°C, em meio de cultura apropriado (TC-100 ou TNMFH suplementado
com soro bovino fetal). Apés 48 horas, o sobrenadante contendo as particulas formadas é
coletado, podendo ser utilizado para novas infeccoes (producdo de estoque viral e estudos
de infecgcdo, etc.). Para utilizacdo adequada, essas particulas sao tituladas pelos métodos
"end-point dilution - TCID50" ou "plagque assay". Para manutencao das linhagens
celulares, sao utilizadas técnicas de armazenamento em nitrogénio liquido
(criopreservacao) e/ou repicagem peridodica das células em meio de cultura completo e
mantidas em incubadoras a 27°C.
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Potencial de uso

Os baculovirus podem ser utilizados como agentes de controle biolégico de insetos-praga
(bioinseticidas), vetores de expressao de genes heterélogos e vetores de terapia génica.

Documentacao e informatizacao

Sistema utilizado: Infomicro.

T

Figura 1. Micrografia eletronica de corpos de oclusdo (OBs), MNPV (a,b), SNPV (c) e GV (d).

Lagarta da soja Lagarta do alamo Lagarta falsa-medideira Lagarta das cruciferas
A. gemmatalis infectada C. vestigialis infectada P. includens infectada P. xylostella infectada

Figura 2. Baculovirus isolados de diferentes insetos infectados.

Virus de suinos e aves — Colecao de micro-
organismos de interesse para a suinocultura e
avicultura (CMISEA)

Coleta de amostras

A coleta de material tem por finalidade a obtencao de material para isolamento ou
caracterizacdao dos agentes microbianos envolvidos nas mais diversas manifestacoes
clinicas.

Importancia

A coleta é essencial para a posterior anélise e utilizacdo dos micro-organismos isolados.
Sem a coleta de micro-organismos nao é possivel realizar um estudo detalhado de cada
agente nem aprofundar o entendimento dos diversos agentes infecciosos nas diferentes
patogenias.
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Procedimento

Realiza-se a coleta de micro-organismos (virus e bactérias) que compdem o CMISEA por
meio de necropsia ou via “swab” (ocular, oral, nasal, retal, de carcaca) de animais
infectados.

Isolamento e multiplicacao viral

Os virus estudados na Embrapa Suinos e Aves sao isolados e multiplicados por meio da
inoculacdo de tecido suspeito macerado com tampao e antibiéticos em ovos embrionados
(virus de aves), ou em células de linhagem (virus de suinos).

Purificacao de particulas virais
As particulas virais podem ser purificadas a partir de ultracentrifugacdo em gradiente de
césio, sacarose, etc. A escolha do gradiente vai depender do virus em questao.
Manipulacdo: meios de cultivo

® Ovos Specific Pathogen Free (SPF) embrionados.

® Linhagens celulares.

Exames ao microscdpio eletronico de luz (MET: transmissao; MEV:
varredura) — Importancia e aplicacées

A utilizacao de microscopia, seja de transmissao ou de varredura, é uma importante
ferramenta utilizada visando a identificacao viral. A partir de tais procedimentos, é possivel
ao virologista ter uma imagem das caracteristicas morfoldégicas das particulas virais
identificadas. Uma importante limitacdo de tais técnicas que se deve ter em mente é o fato
de que pode haver mais de um virus identificado na mesma anélise, o que pode gerar uma
dificuldade a mais no momento da interpretacdao dos dados.

Testes de infectividade in vivo
Na Embrapa Suinos e Aves, sdo muito importantes e muito empregados testes de infeccdo

viral in vivo. Tal teste é extremamente importante para a avaliacao das caracteristicas de
patogenicidade dos diversos virus estudados na Unidade.

Caracterizacao

Definicao

O processo de caracterizacao viral consiste em analisar caracteristicas morfolégicas, fisico-
guimicas, bioquimicas e moleculares dos diferentes virus em questao.
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Importancia

A caracterizacao viral é um procedimento que fornece aos virologistas importantes
informacdes sobre as caracteristicas das amostras virais isoladas ao longo do tempo,
sendo subsidio para tomadas de decisbGes sanitarias ou para o desenvolvimento de
imunobioldgicos (testes de diagndstico, vacinas) eficientes no controle das diferentes
infeccdes virais.

Analise bioquimica

Por meio dessa andlise, € possivel avaliar o grau de variabilidade dos diferentes virus
isolados. Abaixo, hd exemplos de metodologias utilizadas para a execucao desse tipo de
analise.

® Analise de proteinas virais mediante gel SDS-PAGE.
® |dentificacdo/relacdo sorolégica por meio de Gel Imunodifusdo (AGP), ELISA, Western blot.

Analise molecular

As anélises moleculares sao utilizadas com o objetivo de detectar o genoma viral em
tecidos estudados, bem como avaliar as diferengas encontradas no genoma das amostras
virais isoladas ao longo dos anos. Abaixo, ha exemplos de metodologias utilizadas para a
analise molecular de virus.

® Andlise de restricdao de DNA.

® Clonagem de fragmentos de DNA.

® Anadlise por PCR (Polymerase Chain Reaction).
® Sequenciamento.

® Andlise filogenética.

Preservacao

Os micro-organismos pertencentes ao CMISEA sao acondicionados, principalmente, como

apresentado na tabela abaixo. A maioria dos micro-organismos pode, ainda, ser estocada
apos o processo de liofilizacdo; porém, o congelamento a partir de —70°C e,
especialmente, em nitrogénio liquido parece ser a melhor opcéo.

Virus Envelopados -70°C
Virus Nao Envelopados -20°C
Congelamento Virus em geral Nitrogénio liquido

Bactérias -70°C

17
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Envio de amostras (transporte)

O transporte de amostras é uma atividade que ainda ndo estad sendo realizada pelo
CMISEA; porém, usualmente amostras de virus e bactérias sdo transportadas congeladas,
acondicionadas juntamente com gelo seco ou nitrogénio liquido.

Foto: acervo da Embrapa Suinos e Aves

Figura 3. Micrografia eletronica de virus da doenca de Gumboro

em aves.
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