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Diagnostico laboratorial das viroses

Por que e quando solicitar o exame laboratorial de uma virose?

»Auxilio no diagnostico clinico: determinacdo do agente causal em
casos de diarréia, inf. respiratorias, etc.

»Para iniciar tratamento especifico, quando possivel.

Zoonozes: p. ex. raiva = confirmacao do diagnostico fornece a base
paratratamento pos- exposicao.

»Doencas virais erradicadas =  diagnostico clinico de um caso
suspeito deve ser confirmado em laboratorio.

»Vigilancia epidemiolégica: estudos de prevaléncia de uma
determinada virose.



Importancia do diagnoéstico Virologico

« Diferenciacao da fase da doenca
* Pesquisa epidemiologica

« Triagem de sangue e 0rgaos

« Avaliacao de imunidade pés-vacinacao

Log antibody level
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Amostras clinicas




Amostra Clinica

Infeccao respiratoria: aspirado de nasofaringe,
swab de garganta

Infeccao 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
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METODOS DIRETOS (Deteccdo do virus)

Métodos classicos:
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Observacéao da particula viral: Microscopia eletrénica

Ovos embrionados
Animais

Métodos rapidos:

Deteccéo do antigeno viral: Imunofluorescéncia (IF)

Ensaio imunoenzimatico
(EIE)

Deteccao do genoma viral: Reagcdo em cadeia pela
polimerase (PCR)

METODOS INDIRETOS (Deteccido de anticorpos)

Imunofluorescéncia (IF)

Ensaio imunoenzimatico (EIE)
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Métodos Classicos de Diagnostico Virologico
(Métodos classicos)

« Animais de Laboratorio (_A.li

e Cultura da células

« Ovos embrionados




Animais de laboratoério

 Atualmente uso muito restrito

- Diagnostico de raiva em camundongos lactentes

- Isolamento e multiplicac&o de virus que nao replicam bem em

culturas de células

Ex: Virus da febre amarela selvagem.




Ovos embrionados
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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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Anatomia dos ovos embrionados

Membrana corioalantdica

o Cav. alantdica
Saco vitelino

Cav. amniodtica

Embriao



Vias de inoculacao

amniotoic cavity

allantoic cavity
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choricallantoic membrane




Inoculacao na cavidade amnioética

Isolamento primario de virus influenza humano

Fii. 50
Inoculstion into the amniolie cavity of the chick embryo



Inoculacao na cavidade alantoica

- Isolamento virus aviarios (Influenza, j
Virus da Doenca de
Newcastle)

 Propagacao de virus Influenza

humano

e Preparacgao de vacinas




Inoculacao no saco vitelino

Producao de vacinas: virus neurotropicos

g, 43 o, A4

Inoculation nte the yolk sac of the chick embryo.




Inoculacao na membrana corioalantoica

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




Vantagens do uso dos ovos embrionados

 Diversidade de tecidos
e Sistema imune imaturo
» Facilidade de observacao da multiplicacao viral:

— Pocks (Ex.: Poxvirus, Herpesvirus)
— Reacéo de Hemaglutinacao (Virus humanos e aviarios)
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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)
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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,

- fons (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
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Linhagem celular Origem Isolamento
Carcinoma , L.
Virus entéricos e

Hep2 epidermoide de .
. respiratorios
laringe humana

Rim de macaco verde Virus entéricos e

Vero ) .
africano respiratorios

Linhagem diploide de

MRC-5 pulmao de feto Virus entericos e

respiratorios
humano

Rim de cachorro , .
MDCK Virus respiratorios

Clone de linhagem de
Aedes albopictus

BHK-21 Rim de Hamster Virus da Raiva

LLC-MK?2 Rim de macaco Virus resplratorlos e
Rhesus entéricos

C6/36 Virus da dengue




Efeito citopatico

Picornavirus em

cultivo celular




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

Células Vero infectadas com Poliovirus.




Identificacao

1) Reacao de Imunofluorescéncia
2) Reacao de Imunoperoxidase
3) Hibridizacao in situ

4) Elisa

5) Reacao de Hemaglutinacao

6) Hemadsorcao

7) PCR



Métodos Rapidos

Métodos diretos:

Deteccao do virus ou parte dele:

» Microscopia eletronica, I.F, Elisa

Deteccao do genoma viral:
* PCR

Métodos indiretos:

Deteccao de anticorpos no soro do paciente



Microscopia eletronica

e morfologia da particula viral

e Alta concentracao de virus : 1065 - 108 particulas virais/ml

e Amostras para diagnoéstico : 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).

M.E: Adenovirus
(Cortesia de Carl Zeiss.) M.E: Herpesvirus

em células de cultivo

Fig. 1.8 Fotografia do microscopio eletronico de transmissao 9061



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: porcao 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.

& >

o & x> o
Luz | )\ corante = emitir luz T A fluorescéncia

(fluorocromo)

absorcao:495nm 520nm

Eyepieces or camera

Second barrier filter -

passes only emitted light -

Light

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

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).

Amostra clinica + Ac - F = deteccao de fluorescéncia por
luz UV.

Anticorpo conjugado com

/ fluoresceina

Antigeno
viral

Imunofluorescéncia direta

Célula infectada
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Reacao de Imunofluorescéncia direta:

DIRETA IFD
Anticorpo conjugado com
fluoresceina
- 1 Antibody fo anbigen

fluorochrome
Antigen
Antigeno - = ———  (Gass side
viral -
RSN ‘- ; C.)
Imunofluorescéncia direta \ “r
Célula infectada T wgnt

> pesquisa de Ag em células ou tecidos



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.

e Pode testar um grande nimero
de amostras simultaneamente.




Ensaio Imunoenzimatico (EIE):

pesquisa de Ag

Antibody
Binding
Site &
\
Target Analyte
(Antigen)

Labeling Reagents

Enzyme

- 4
Second Antibody /} \Q\

or
Target Analyte
‘o @R

® Substrate

@ Product

www.biosystemdevelopment.com

Ac de captura: “capturar”
o Ag na amostra

Conjugado: Ac ligado a
uma enzima




Ensaio Imunoenzimatico (EIE): pesquisa de Ag

(a) Sensibilizagdo
da microplaca =
Ac de captura

Anticorpo

especifico Antigeno

>

_|._

¥ | .

Poco plastico

enzima-
f anticorpo
‘
= W

Enzima substrato

Produto
final
colorido

(b) Amostra
clinica

(c) conjugado

(d) substrato




Sistema de lavagem

Manuval wash systam

Propar posigons of manual washer neadles for dispensing Propar posigon of manual washer needlas for asplraiing ¥quid
wash solution



Propar posiion to dispense reagents
into empty walls Using a mutchannal
plpette; n the Jowear comer of the walls

Propar posivon 0 aispanse raagernts
into wells contaning ¥qu/d vsng a
multichannel pipette; above the KGuid




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



Métodos rapidos

Deteccao do genoma viral:

e Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

Cromossomo




Técnicas de Biologia Molecular:

PRINCIPIO

Todo ser vivo tem sequéncias de acido nucléico que sao especificas e

podem ser detectadas por uma reacao de amplificacao

Virus com capsidio desnudo

Estrutura da particula viral:

Virus nao envelopados: S, SPIA
genoma = e
nucleocapsideo

Virus com
envoltdrio

Virus envelopados:
genoma + +
envelope com glicoproteinas

de lipidios

7 ~ Y O3
f
Proteina
estrutura
Gilicoproteina
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A deteccao do genoma viral é particulamente importante:

> Para o estudo de virus que nao podem ser isolados em
cultura de células, como os papilomavirus e alguns
agentes associados a gastrenterites,

> Para virus com alta diversidade antigénica, como os
enterovirus, o que dificulta a utilizacdo de técnicas
sorologicas de deteccao de antigeno,

> A analise do genoma viral diretamente da amostra
clinica pode ser vantajosa principalmente para aqueles
virus com genoma RNA, que podem sofrem mutacoes
através de sucessivas passagens in vitro.



Reacao em cadeia pela polimerase ( PCR)

e Meétodo para produzir copias de uma segmento de DNA especifico
e Polimerizacao é feita por uma DNA polimerase termoestavel

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

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

=7 |niciador — > Molde
NICIAAor ——q

ﬂ/, POLIMERASE TAQ

B K S S S el




Propriedade Fisica do DNA

As duas fitas da dupla hélice podem ser reversivelmente separadas
quando as PONTES DE HIDROGENIO sio rompidas. Esse processo é
denominado DESNATURACAO.

A renaturacao ocorre quando se volta as condigoes fisico-quimicas
iniciais .

T Renaturation
T (special
A conditions
A required)

C >
G

C

5 3 5' kK 5' 3 §
Native state Single-stranded denatured state Renatured state



Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

Reagentes do PCR

DNA polimerase

Primer Sense

Primer Antisense




Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

Video



Métodos indiretos: Deteccao de Ac no soro

> Classe de anticorpos: IgG (anticorpos de memoria)

IgM (infeccOoes agudas)

e i Bev EaeTL

'

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
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Sensibilizagdo
da placa: Ag

l

Amostra
clinica:
soro
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conjugado:
anti-Ig
marcada
com enzima




