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Principais Metodologias

Técnicas Imunolédgicas Técnicas Moleculares
* ELISA « PCR CONVENCIONAL
e IMUNOBLLOTING (WESTERN e NAT
BLOTING)
« IMUNOCROMATROGRAFIA (TESTE PCR EM TEMPO REAL
RAPIDO)  SEQUENCIAMENTO

CITOMETRIA DE FLUXO
CULTURA CELULAR
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DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Ensaios imunoenzimaticos

PRINCIPIO: ligagdo Anticorpo/Antigeno com o uso de uma enzima
para geracao de um sinal

EXEMPLOS:

ELISA
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

IMUNOBLOTING
WESTERN BLOTING (proteinas)

(Southern - DNA |/ Northern - RNA)
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Metodologias Utilizadas para Diagndstico

ELISA



DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Cromoégenos! Como funcionam?

+ l
Cromdgeno I

PEROXIDASE



ELISA INDIRETO 32 Geracao
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de anticorpos *A caracteristica desse ensaio é utilizar

antigenos recombinantes ou peptideos
sintéticos tanto na fase sdlida quanto
sob a forma de conjugado



ELISA INDIRETO 42 Geracao
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Reacao colorida indica a
presenca do antigeno ou
do anticorpo

*Componente de deteccdo de
anticorpo tem o formato de
“sanduiche”; portanto, detecta todas
as classes de imunoglobulinas contra
proteinas recombinantes ou
peptideos sintéticos ( Ac monoclonal)



DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

ELISA — Como fica o resultado?
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Metodologias Utilizadas para Diagndstico

WESTERN BLOTT



DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Outro teste imunoenzimatico — Western blot

PRINCIPIO: ligagdo Anticorpo/Antigeno com o uso de uma enzima
para geracao de um sinal

ESQUEMA: mais utilizado para detecgao de Ac
(INDIRETO)



DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Suporte — membrana de nitrocelulose

Aonde comeca esta histéria?

Em uma eletroforese!

Separacao de proteinas de acordo com
sua carga elétrica (peso molecular)!



DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Eletroforese

Corrente elétrical

Bandas!
> Proteinas
separadas!

1- O antigeno é colocado
no gel de acrilamida
(p.ex. virus HIV)

2- Aplica-se o campo
Elétrico (proteinas migram)

3- Formam-se bandas
(cada banda proteinas
do mesmo tamanho ou
peso molecular)



DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO
Western bloting

1- Suporte: fitas de nitrocelulose com as
| proteinas do antigeno (p.ex. virus HIV)

. 2- Amostra: captura de Ac anti-cada proteina do
Bandas!

> | Proteinas _ @Ntigeno (p.ex. anti-HIV)

separadas!

3- Ac de deteccgao (conjugado): Ac anti-Ac
) humano (p.ex. anti-lgG) conjugado a enzima

canaleta
DETECCAO?



DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Western blot - revelando!

Amostra: captura de Ac anti-cada proteina do antigeno

Ac de deteccao (conjugado): Ac anti-Ac humano conjugado a enzima

CROMOGENO (SUBSTRATO)

precipita ao ser consumido!




DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO
RESULTADO!

BANDAS CORADAS = AC ESPECIFICO NA AMOSTRA




DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO
Western blot — Exemplo (HIV)!
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Metodologias Utilizadas para Diagnostico

IMUNOCROMATROGRAFIA
TESTE RAPIDO



TESTE RAPIDO
T €
1 |

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.

Metodologia

IMUNOCROMATOGRAFIA DE FLUXO LATERAL

CONJUGADO:
ANTICORPO +
OURO COLOIDAL
AMOSTRA
(SAN GUE) TAMPAO {1
ANTICORPO DA
AMOSTRA SE LIGA ’t
AO CONJUGADO lﬁ.

.

COMPLEXO ANTICORPO +
CONJUGADO SE LIGA AO
ANTIGENO NA AREA DE TESTE

CONJUGADO E EXCESSO DO

ANTICORPO NO CONTROLE

COMPLEXO SE LIGAM AO ANTI- \3~N-

ANTI-
ANTICORPO

ANTIGENO
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Metodologias Aplicadas no Acompanhamento

CITOMETRIA DE FLUXO



Principios Basicos

Técnica citologica avancada, utilizada para
contar, analisar e classificar particulas
microscopicas em suspensao.

CI

CELULA

O

METRIA

MEDIDA

FLUXO

MOVIMENTO



ANGULO DE DISPERSAO LATERAL (SSC)

LASER

CELULA ANGULO DE DISPERSAO FRONTAL (FSC)




Método de Analise

4)Filtro

1)Suspensdo de células

™ 6) Andlise
de dados

5)A luz refletida passa
através de filtrose é
detectada por tubos

fotomultiplicadores que

convertem o sinal
luminoso em sinal
eletronico

3)Dispersao lateral

de luz
\
2) Anticorpos monoclonais associados a 3)Dispersdo de luz
fluorocromos e ligados a superficie de uma para a frente

célula
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Interpretacao dos Resultados

NORMIO3
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Forward scatter

Cada ponto significa uma célula identificada pelo citdmetro.
Estao divididas pela dispersao frontal (forward) —tamanho da célula - horizontalmente
E também pela dispersdo lateral (side) - granulacdo e complexidade — verticalmente
Os circulos indica células que pertencem a um grupo de tamanho e complexidade proximos



Grafico de anadlise de Leucocitos
(com fluorescéncia)

Neste quadrante estio as
celulas CD4+ e CD3-

Neste quadrante estdo as
células CD4+ e CD3+
(linfécitos Th)
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FITC
Neste quadrante estao as

células CD4- e CD3-
(células que n3o linfécitos)

Neste quadrante estdo as
celulas CD4- e CD3+
(outros linfocitos que n3o Th)



Marcadores

CD3- presente no citoplasma e posteriormente na membrana de 95% dos timacitos.

CD4- 55% a 65% das células T periféricas maduras, especialmente no subtipo auxiliar,
mas tambem em mondcitos, macrofagos e células dendriticas

CD8- 25% a 35% das células T maduras do subtipo citotoxica.
CD19- presente em mais de 95% das células B.

CD20- assim como o CD19 estd presente em todas as células B maduras do tecido
linfoide e sangue periférico.

CDA45- expresso quase exclusivamente em células hematopoiéticas podendo
apresentar as formas : CD45RA ou CD45RO0.

CD56- marcador de NK, ndo esta expresso em células B, mondcitos ou granulécitos.



Caso Clinico:

IMUNOFENOTIPAGEM DE LINFOCITOS T,B E NK, SANGUE R

Coletado @m: 07/0022019 0744

Resultads Valores de Referincia Matans
Linfécitos T

CD45/C03 E 68,79 % 1538 células/mm3 G0-87% 605-2460 ctiiasimm? Citemetrin de Mk

CL4S/CDICDE 44,59 % 997 células/mm?® 32-51% 483-1666 célulag/mm?

COAS/CD 3 ChE 24, 14 % 540 calulas/mm?* 1443% F24-1112 células/mm?

2236 células/mm?  $90-3330 célulasmm?

Relagio CR4/C0E 1,85

Linfocitos B
CD45/C018 ; 04,15 % 93 células/mm?* = 72-510 odualas)

Celulas NK
CO45/CO3-Ch16+CD 56+ ; 23,75 % 531 células/mm?* 4-25% 73-654 cdulsa/mm?

fl
Walores di referéncia sbtidos nos peribdicos Hesnatcicglca 1940, 84:495-504; 1 Allergy Clin Immunsd 2003,112; 973-580 = Mint "'f' ||" ’ oy
Clinig: 200% Pediatrics Test Referance Volues I‘ {‘ LU
i -

valkores de referérecia alterndos @ partir de 31/03/2014

WVERA ARARECIDA DOS SANTOS
SRS 46304




DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Cultura de linfocitos

PRINCIPIO: avaliar a capacidade proliferativa das células do paciente
(resposta ao antigeno)

UTILIZACAO: avaliacdo da FUNCAO imune do paciente em resposta
a antigenos especificos ou estimulo policlonal



DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO
Cultura de linfocitos

Suporte: placas de cultura (96 orificios), meio de cultura adequado
e estimulos (antigenos ou policlonais)

Antigenos: proteinas isoladas ou sintéticas de patégenos (p.ex.
extrato de Candida albicans ou toxoéide tetanico)

Policlonais: substancias ou Ac capazes de ativas linfocitos

independente de sua especificidade (p. ex. fitohemaglutinina ou
OKT3 [anti-CD3])



DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO

Cultura de linfocitos

Meio de Timidina triciada
cultura (radioativa!)
+ estimulo incorporacao =

proliferacao _
Aspiracao e

coleta em
PBMC o membrana
(periferical blood — e ey
mononuclear cells) b
Sangue "’ .-
salina =
Cultivo celular
Placa 96 wells
Centrifugacao
—
- -
Ficoll- Separacao das

células mononucleares Contador de radiacéo beta
Hypaqu (“nuvem”)



Caso Clinico:

CULTURA DE LINFOCITOS, SANGUE

2015 OF: 44

Coletado em:- 07
Resultado

CONTROLE = 3 DIAS
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Metodologias Utilizadas para Diagndstico

PCR CONVENCIONAL



Introducao

* uma das técnicas mais comuns utilizadas
(laboratodrios de pesquisas médicas e
biologicas) para diversas tarefas

e método muito sensivel de analise




Principio

~ PCRComponents  PCRProcess(OneCycle)
= . °¢ ) I

| . ‘ l 95°C - Strands Separate 1. Denaturing

DNA Sample Primers Nucleotides m

Taq Polymerase  Mix Buffer PCR Tube / W

Nasaslllal

l 55°C - Primers Bind Template 2. Annealing

72°C Synthesise New Strand 3. Extension

PCR Cycle m

Thermal Cycler



Exemplo : PCR para HTLV
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Caso Clinico:

PESQUISA DE HTLV1 E HTLV 2 QUALITATIVO, SANGUE Liberado em: 104
Colgtado emi 07002019 0744
n-_-::ludo - o Métada

Positiva para HTLY - 1 Mested PCR | AFLP
I'-‘

a 1 5 4947 ril‘,' al o=
Exame liberade por Maire Pedreshi Marques Baldassin - CREM 12476 { | :t !E J]..
Mested BCR , RFLP ¢lournal af Virokogeal Methods 409 (1152} 163 - 174) J mﬁ d

L [ af ' ] o ),.!‘l.‘ “
Ohjetive: Detenghs e material provirl do HTLY - 1 &f ou HTLY 2, Inkegraga nas céies menenucleanes de songud peariférice

WERA AFARECIDA DOS SANTOE
CRM 45204




Bacterias
Fungos
Virus
Parasitas

Aplicacoes

Bacteria.
ESPirquefo‘ i
(forma de espiral)

Bacilo
(forma de b054c,’..w}
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Metodologias Utilizadas para Diagndstico

NAT



NAT — Nucleic Acid Technologies

Teste qualitativo in vitro

Deteccao direta de material genético agente
infeccioso

Portaria n2158, 04 de fevereiro de 2016
HBV, HCV e HIV




Implementacao
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Janela Imunolédgica pelo NAT

Window FPeriod: Individual Nucleic Acid Testing (ID-NAT) vs. Serology

Individual NAT

detects HIV-1
9.4 days earlier

than Serology testing®

Individual NAT

detects HBV
17.2 days earlier

than Serology testing*

Individual NAT

detects HCV
53.4 days earlier

than Serology testing*

|"}4n
ects HIVAL in

Serology
detects HIV-1 in

Serology
detects HBV in

Serology
detects HCV in

1D-NAT

Window Period

AborAg
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38.3 days
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58.3 days

NOVARTIS DIAGNOSTICS



Janela Imunologica

ACTIINO

F§ 1 1EsIE ] |
)

NO TESTE (N
VOCE PODE CONFIAR

Algum dia vocé pode precisar de uma transfusao,
e o teste NAT é o melhor método para ter certeza
sobre a pureza do sangue

NUCLEICQ | o Peres



Metodologias Utilizadas para Diagndstico

PCR EM TEMPO REAL



PCR em tempo real

 Utiliza o0 mesmo principio da PCR convencional

« Sonda marcada com fluoroforos que se hibridiza
com a sequéncia-alvo

* Fluordforos se intercalam entre as fitas de DNA
» Gera um sinal fluorescente que € acumulado

« Método quantitativo




SIMULTANEOUS AMPLIFICATION AND DETECTION OF
SPECIEIC-ONA SEQUENCES

Russe avin Dollinger', P. Sean Walsh and Robert Griffith

Roche Mol nc., 1400 53rd St., Emeryville, CA 94608. 'Chiron Corporation, 1400 H3rd St,, Emeryville, CA
94608, ‘(Zurrcspon( ing author.
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PCR em tempo real

F Primer




PCR em tempo real: equipamentos




PCR em tempo real: Grafico de
amplificacao

Intensidade de
fl morescenma X CIC|O

nmpllﬁcatlon P

20 25 30 3% 40



PCR em tempo real: fase
exponencial

-----------------------------------------------------------------------------------------------------

poat
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Fase Amostra
Exponen '
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0201 Ragiao da lnna de base Amostra controle sem DNA

Fluorescéncia emitida

0.10

0.00 Y E
0 5 10 5 20 25 % i 40!

G,

NUmero de ciclos da PCR

Fase Geométrica ou Exponencial: alta precisao na

duplicacao do numero de moléculas da reacao



PCR em tempo real: fase
exponencial

-----------------------------------------------------------------------------------------------------
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0201 Ragiao da lnna de base Amostra controle sem DNA

Fluorescéncia emitida

0.10

0.00 Y E
0 5 10 5 20 25 % i 40!

G,

NUmero de ciclos da PCR

Fase Linear (Alta variabilidade) : escassez de um ou

mais reagentes, geralmente primers



PCR em tempo real: fase
exponencial

---------------------------------------------------------------------------------------------

0.90
i Fase de .
Plato - g
070 !
Amostra
n 0.60
e,
g 0.50 ;:
® na = '
g 040 Limiar
'8 0:‘0 ..-..u‘."...‘..l .............................................
= =
2 0 Ragiao da linha de basa Amostra controie sem DNA
“ 010
0.00 Y
0 ] 10 15 20 25 30 36
. C‘
; NUmero de ciclos da PCR

---------------------------------------------------------------------------------------------

Fase Platdo (deteccao PCR convencional):

-------

amplificacdo cai drasticamente para niveis insignificantes, com baixa

ou nenhuma producao de novas cadeias de DNA



PCR em tempo real: fase
exponencial

Leitura

Amplification Plot

GEOMETRICAOU 7/ |
EXPONENCIAL[ 7 ‘

Leituraem
tempo real

o ———

20 25 30 35 40
Cycle

Fase Geométrica ou Exponencial: alta precisao na duplicacao
do numero de moléculas da reacdao. Reagentes em excesso.



PCR em tempo real: Quantitativa

1010 10 10 10 10
5 4 3 2 1 0

10° 10* 10° 10% 10! 10°




Caso Clinico:

CARGA PROVIRAL HTLV-I

Resultado (N® de copias em 10 mil células mononucleares): 85 copias.

Técnica: Reaglio em cadeia da Polimerase em tempo real.

Método: Tagman/Sonda FAM/TAMRA para a regifio pel do HTLV-I (Dehee et al. J. Virol,
Methods, 102: 34-51, 2002).

Limite de detecgio: 10 copias/10 mil células mononucleares.

Consideragtes: A quantificacio de carga proviral do HTLV-I esta validada somente para uso em pesquisa
clinico-laboratorial. Sua utilizag@io ¢, sobretudo interpretagfio na pritica clinica deve considerar os dados
clinicos, genéticos, viroldgicos e imunoldgicos envolvidos na questio da patogénese e resposta ao
tratamento da infecgdo pelo HTLV-1,

Obs:




Metodologias Utilizadas para Diagndstico

SEQUENCIAMENTO



Metodologia

* Processo realizado para se determinar a
sequéncia exata de nucleotideos em uma
molécula de DNA

* A sequéncia nucleotidica € a base para o
conhecimento de um gene ou genoma.

e Através dela é possivel compreender a
construcao e estrutura das células e
organismos.

/////

g,



Sanger

O molde de DNA a ser sequenciado;
A sequéncia do iniciador (primer);
DNA-polimerase;

Os quatro bases (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP);

Bases marcado radiotivamente ou
por um corante fluorescente

A enzima DNA-polimerase adiciona
bases livres ao DNA unifilamentar,
usando o pareamento de bases
complementares.

Ll CCTATTATGACACAACCGCA Ej

ddCTP ddGTP ddTTP ddATP

e. © o o
Filamento [J Primer
molde (sequéncia

: l conhecida)
W CCTATTATGACACAACCCGCA K3

) GCGT

W CCTATTATGACACAACCGCAE)
Kl GGATAATACTGTGTTGGCGT )

Sl CCTATTATGACACAACCGCA K3
KN GATAATACTGTGTTGGCGT &)

E Laser
Eletroforese

EBEATAATACTGTGTTGGCGT

maior e menor
Detector

ﬁmw\

3 GGATAATACTGTGTTGGC GT 5

Fragmento l /&> Fragmento



Next-Generation Sequencing (NGS)

* Realiza o0 sequenciamento de um genoma inteiro em questao de
dias;

* Vantagens: velocidade, capacidade de gerar dados em larga escala,
precisao e custo inferior ;

» Sequencia varias moléculas diferentes (ou varios fragmentos
diferentes provenientes do mesmo genoma) em paralelo;

* Diferem fundamentalmente das metodologias de Sanger, em que
uma unica sequéncia de DNA,;

 Metodologia integra : ferramentas de nanotecnologia, robdtica e
informatica em aparelhos de alto desempenho.

NGS SANGER
P
=
I s ea
EuenwmE

Sy L L
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Exemplo NGS

Emulsion PCR

PTP loading

Roche (454) GSFLX Workflow:
Library construction

A A

’% B B

i
2T
3 l;{‘

DNA capture bead
contaming millions
of copies of a single
clenally amplified
fragment

PP, primer
Sulfurylase

ATP g
\—/\k—l./uclfem

Light + Oxy Luciferin

Pyrosequencing reaction

TRENDS in Genetics
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