Diagnostico Virologico
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Para que serve?




Importancia do Diagnostico Laboratorial

* Diferenciacao de agentes que causam a mesma
sindrome clinica

* |dentificacao de patdgenos novos
* Diferenciacao de fases de doenca
* Triagem e avaliacao de tecidos e orgaos
* Imunidade pos vacinal

* Vigilancia epidemiolégica

e Estudo epidemiologico

* Iniciar tratamento especifico




Tipos de metodos diagnosticos

. — Pesquisam elementos
Metodos Direitos da particula viral
(antigenos, genoma,

particula inteira)




Tipos de meéetodos diagnosticos

Métodos Classicos

Métodos Rapidos

Isolamento viral em
sistema hospedeiro

Imonoldgicos
Biologia Molecular
Microscopia eletronica




Tipos de Amostras




Tipos de Amostras

O_que coletar? - depende da suspeita clinica e da fase da doenca

IEM;‘““'\. ™ 5 Igu
5 ‘r"-._.- L

Log antibody level

Fase aguda: fase sintomatica presente nos primeiros dias da doenca. Ha

replicacdo viral e, em muitos casos, ainda ndo houve producao de anticorpos.

- Pesquisa de virus, antigenos ou genoma viral na amostra clinica.
- Coletar da amostra clinica depende do tropismo do virus suspeito.

Apos fase aguda: coleta de sangue para pesquisa de anticorpos (sorologia).



Métodos classicos: Isolamento viral

- TT 3
O que sao virus? . W

“Virus: pequenos
que . Os virus
utilizam o aparato enzimatico da célula hospedeira para
sintese de seus componentes e sua perpetuagao na

natureza.”



Métodos classicos: Isolamento viral

(M » Animais de laboratorio (desuso)
" , Cada tipo de virus vai
'+ Cultivo celular exigir uma cultura celular

diferente!
( ) » Qvos embrionados



Cultivo Celular
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Meio de cultura

Efeito Citopatico (ECP): Cultura Primaria
alteracoes que a replicacao Cultura Dipldide
viral causa a célula hospedeira Cultura imortal




Efeitos Citopaticos (ECP)

¢

Virus que causam ECP Virus que ndao causam ECP
Célula nao infectada

> lise

» arredondamento

» vacuolizagao

» formacéo de sincicios
> inclusdes

» picnose =
» apoptose ;'

Célula ap6s infecgéo por virus citopatico Identificag@o por outros métodos laboratoriais




Microscopia eletronica

Permite a visualizacao de particulas
viricas viaveis e também inviaveis
Aplicavel virtualmente a todos 0s virus
|dentificacao definitiva do agente

Megavirus chilensis
Desvantagens: P00
F4

» Caro
> Baixa sensibilidade | | |

» Mao de obra especializada

’
£

Fonte: http.//en wikipedia om/wikiMegavirus




Diagn()sticg(lmunolégico

Permitem detectar antigenos virais (métodos diretos)
ou

™

Anticorpos (métodos indiretos/sorologia) ‘“‘\\}\\( f

.
~ IR

Imunofluorescéncia direta (IFD) ou indireta (IFI)
Elisa direto (ED) ou indireto (EI)

Reacao de Inibicdo da Hemaglutinacao (Hl)
Radioimunoensaio (RIE)

Testes imunocromatograficos

Western-Blot (WB)



Diagnésticg(lmunol()gico
Antigeno
Antigeno: substancia que reage com o produto da resposta imune especifica

Imunégeno: substancia que induz uma resposta imune

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

Ag com mesmo determinante antigénico repetido
muitas vezes

Ag com determinantes antigénicos diferentes




Diagnésticg)munolégico

IMUNOFLUORESCENCIA
DIRETA




Diagnésticg(lmunolégico

Immunofluorescence

Direct

Secondary antibody
(anti-antibody)

Primary antibody

Antigen

Download from
Dreamstime.com

] 100141961

| Kateryna Kon | Dreamstime.com



Diagnostico Imunologico

ENSAIO IMUNOENZIMATICO

DIRETO

(a) Sensibilizagdo
da microplaca =
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Deteccao de ANTIGENOS
virais em fluidos (ex.
sanque)

Antigeno

!

%

(b) Amostra
clinica

yrd
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Diagnésticgklrmunolégico

Deteccao de ANTICORPOS

Anticorpo marcado com
enzima substrato

sensibilizada m m m*

- 5 =+ JE’

Placa Amostra positiva

Leitor de microplaca:
espectofotometro




Diagnésticg\lrmunolégico

HRP-Conjugated

T™MB

Antibody \—"‘“

E n Sa io Detection

° . g Antibody

Imunoenzimatico ‘ r % ;’
s Target |
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Ensaio
. o sae Incubate
IMunoenzimatico ,ibody with e - e
- antigen to be Ag-/ enzyme- substrate
ComPEtltIVO mch;lsurcd mixture to conjugated and measure
antigen-coated well sccondary color
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Diagnésticg}lmunolégico
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Diagnostico

o Imunolo

gico

2o

TESTE IMUNOCROMATOGRAFICO

TESTE RAPIDO
T ©
|

O TESTE RAPIDO E UM TESTE DE
IMUNOCROMATOGRAFIA QUE
PERMITE DETECTAR
RAPIDAMENTE A PRESENCA DO
ANTIGENO OU ANTICORPO NA
AMOSTRA.

O TESTE RAPIDO E PENSADO
NA FACILIDADE DE
ARMAZENAMENTO E
TRANSPORTE PARA COLETA EM
CAMPO, ALEM DE SER FACIL DE
USAR, DISPENSANDO TECNICAS
COMPLICADAS OU VARIOS
REAGENTES.

HA VARIOS TIPOS DE TESTES
RAPIDOS ALEM DO FLUXO

LATERAL: DUPLA MIGRACAO (DPP);

IMUNOCONCENTRACAO; FASE
SOLIDA. CADA UM ADAPTADO A
UM TIPO DE PESQUISA.

IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO LATERAL

CONJUGADO:
ANTICORPO +
OURO COLOIDAL

ANTI-
ANTICORPO

AMOSTRA

o % TAMPAo Q ANTIGENO
.)' >¢

ANTICORPO DA
AMOSTRA SE LIGA 1
AO CONJUGADO 13.
~ & Y

COMPLEXO ANTICORPO + .)‘
CONJUGADO SE LIGA AO .}- l
ANTIGENO NA AREA DE TESTE \

CONJUGADO E EXCESSO DO w
COMPLEXO SE LIGAM AO ANTI- l
ANTICORPO NO CONTROLE e =

INTERPRETACAO

POSITIVO

NEGATIVO

T ©
|

INVALIDO (NECESSARIO REPETICAO)

CREATIVE COMMONS

TTRIBUTION
SHAREALIKE £0

INTERNAT

TONAL

T C

& MACro

www.nano-macro.com



Diagnostico Imunologico

IMUNOMIGRACAO RAPIDA

Lateral Flow Assay Architecture

Antibodies conjugated Tag  Test Line Control Line
(Gold, Latex, Fluorophore, etc.) (Antibodies) (xdgG Antibodies)

SE Corgugate Nitrocellulose

Pad ad Membrane

Test Line Control Line
(Positive) (Valid Test)

\ NASA /




Diagnésticc’)\lvmunolégico

Test Procedure

1. Dengue IgG/igM

3 Sul

(Serum/Plasma)

f'rd = "

2. Dengue lgG/igM WB

% Up to black line

- <) §  (10pl) (Serum/Plasma/Whole Blood)

4 drops

4 5;‘{;
!

= [0 i = 15~ 20min=d

Up to black line
(Spl)

Interpretation
Positive
lgM Positive
(Primary dengue Infection)

| : |

o 200 |
IgG Positive
(Secondary or past dengue Infection)
et LD |
IgG and igM Positive
(Late or past dengue Infection)
. : .
e 200D |
Negative
ot £CD ||

~an



Diagnostico rapido
9 hed P

Hemaglutinagao: Hemagluti acao Direta
- Capacidade de alguns Negativo
virus em aglutinar

hemacias . .
- Rdpida, facil execucdo ‘ ‘

- Nao identifica
exatamente um virus;
restrito




Inibicdo da Hemaglutinag3o: Teste de inibicdo da
- Capacidade de alguns virus Hemaglutipacao Direta
em aglutinar hemacias e Negativo % Positivo

DQ

bloqueada por anticorpos
especificos contra
determinado virus 2
quantificacao!

- Rapida, facil execucao,
identifica exatamente um
virus;

- Restrito

bAd Q\
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Técnicas Moleculares




Informacao codificada para vida!

DN A the Molecule of Life fﬁ \

N
Replicacao DNA Acido Desoxirribonucleico - L4 cell

chromosomes
‘ Transcricao

RNA Acido Ribonucleico

l Traducao

Proteina

Biologia

S \E“ Tica
Molecular |




Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

}\ Ampliar o numero de determinada sequéncia

de DNA

2

—— wanted gene

{Andy Vierstracte 1999)

‘ Mimetizando a duplicacao in vivo! ‘




Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

In vitro
* Aquecimento — Resfriamento ciclico

Nuthve DNA Denainced DNA Rt aredd DNA
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* Temperatura maxima ~100°C

* Temperatura de desnhaturacao ~95°C

* Temperatura 6tima Tagpolimerase ~72°C
* Anelamento: variavel

http://biologiateista.blogspot.com.br/2010/09/complexidade-da-vida-parte-i-dna.html



http://biologiateista.blogspot.com.br/2010/09/complexidade-da-vida-parte-i-dna.html

Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

In vitro
* Primers (iniciadores) DNA:

* Senso e Anti-senso

 Complementariedade a sequéncia alvo do
gene: desenhados!

* Permitem a acao da Taq

OH OH
Frirmer A Frimer B

@ Frimers Anneal to Denatured DMNA template
at homologous regions

HO
T T 11 T 11T T T T1

Copyright
PCE Station

L1 14 I | [ |
oH

http://www.pcrstation.com/pcr-primer/



http://www.pcrstation.com/pcr-primer/

Reac¢do em cadeia da polimerase - PCR

In vitro

N e

<. dTTP(! LAGTP (10 «©TP
e 2 (GCTP (108 GATP (100
A % 0.25m "o.zs mlL 025 mL O.z?n:l.
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dNTP

deoxyribonucleotide triphosphate

/

tp://www.norgenbiotek.com/display-product-pcr-dntp.php?ID=237  http://www.ocf.berkeley.edu/~edy/genome/sequencing.html



http://www.norgenbiotek.com/display-product-pcr-dntp.php?ID=237
http://www.ocf.berkeley.edu/~edy/genome/sequencing.html

Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

In vitro

Agua autoclavada e deionizada: completa o volume
final da reacao

Tampao 10X concentrado: 10 mM Tris-HCI pH 8,0 ,
50mM KCIl = mantém o pH 6timo para a reacao

Cloreto de Magnésio (MgCl,): otimiza a atividade da

Taq polimerase. Concentracao: 0,5 a 2,5 mM




Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

/ " Reagentes do PCR

w ‘ ~ DNA polimerase
Ry h

Primer Sense

\ LALLY 3 Primer Antisense
\




Reacdo em cadeia da polimerase - PCR

\
S
\"
Vo' %
‘.“f
f“#
Desnaturagao Inicial Ciclagem (30 — 40x) Extensao Final
> 95° 10’ Desnaturacdao do DNA (95°C-30" a 1’) 72°C7’
F p \ Temperatura de anelamento variavel
V 4 \ Extensdo 72°C (30" a 1’)

Temperatura de anelamento ~5°C abaixo da Tm (melting Temperature) do primer;

Para calcular Tm de um primer: 2 (A +T)+4 (G + C)



Reac¢do em cadeia da pohmerase PCR

/ ﬂwmwﬂw XGDE dml

THT T rrrrﬂ I minut 94 °C
T S T

¥ Step2: [
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§ % 45 seconds 54 °C
5. 3" 2 / / ;
/ W " I forward and reverse

| §  primers !!!



Reac¢do em cadeia da polimerase - PCR

| | ¥ : .
R RPN NP 21 L Step 3. extension
| - | s ~ 7
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/ 2 minutes 72 °C
|l A only dNTP's

T ™S 7 L
Ll g A o

* 35 a2 100 nuc/seg

A * 1 minuto = 1,2kbp



Reacdo em cadeia da polimerase - PCR
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Eletroforese

e Agarose ou Poliacrilamida

A separacao é feita por peso molecular de casa
amostra que migra no gel devido a corrente elétrica




Eletroforese - visualizacao

O Brometo de Etidio -intercalante de DNA- fluoresce em UV

Toxic Material




Variacoes do PCR: Nested

Nested PCR pode ser uma alternativa para
melhorar a especificidade e a sensibilidade da
PCR

— > 1° PCR: primers externos

Produto do 1° PCR :
template para o 2° PCR

— > 2° PCR: primers internos

Produto do 2° PCR



Variacdes do PCR: RT-PCR

/ - Para virus de genoma RNA, pesquisa de RNAm

Reverse transcriptase

3" Viral
RNA

/\
X

H )\ Cleavage

3
'DNA

-Realizacao da reacao de

transcricao reversa ~>
Transcriptase Reversa

-Cuidados a tomar durante o
preparo do c-DNA



_Variacdes do PCR: PCR em tempo real

Ensaio quantitativo, rapido, dispensa
realizacao do gel

Baseado na emisséao de fluorescéncia e deteccao
por Laser

* TagMan
* Syber Green
 Molecular beacon



' PCR em Tempo Real

0.90 -
0.80 -
0.70 -
Amostra
0.60 - 7
0.50 -
040 1 |imiar
0.30

.......... - —————

0.20

Regido da linha de base Amostra controle sem DNA

Fluorescéncia emitida

0.10

0.00 A 4 .
0 5 10 15 20 25 30 35 40

.
Ndmero de ciclos da PCR

Novaes et al 2004



TAgMan

limerizagédo

iciador “foward” a SONDA

Iniciador reverso

ivagem o

= Fluoroforo
Q = Quencher

Novaes et al 2004

SOND;

2.Substituicdo da fita

4.Polimerizacéao finalizada Q — fns
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Sybr Green®

o

SYBR Green
ET BIES ‘ I , S
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Polymerase

Novaes et al 2004

http://www.gene-quantification.de/chemistry.html



http://www.gene-quantification.de/chemistry.html

 PCR em Tempo Real

Quantificacao: Curva de calibracao
a partir de concentracoes
conhecidas de DNA

I Amplification Plot

39,

Representacao de um plot da
- amplificacao em tempo real:
) 3 fases

80

3%

> linha basal: nao houve
clivagem suficente do
corante-repoérter para que se
possa detectar a
fluorescéncia

2014

25

1814

01
Sl

A e

NN PP | > fase log: a quantidade de
R e o R e e P R amplicon dobra a cada ciclo

> fase plato: ndao ha mais
aumento no nimero de
ampliconsxx



