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Estudo de Virus

: Microscopia
Diretos Eletronica
Métodos:
Cultivo
. Analise de Proteinas
Indiretos Andlise de Acidos nucléicos

Métodos soroldgicos



Estudo de Virus

Quantitativos

Métodos:

Nao
Quantitativos



Estudo de Virus
Diagnostico laboratorial das viroses
Importancia

= Confirmacéao da etiologia devido a gravidade da doenca

Rubéola, hepatites, AIDS

Diferenciacéo do quadro clinico

hepatites, citomegalia, mononucleose

Infeccao passivel de aplicacao de quimioterapia

papilomavirus, herpesvirus, HIV

Acompanhamento do quadro evolutivo
hepatites, AIDS

Vigilancia epidemioldgica



Estudo de Virus

Diagnostico laboratorial das viroses
Escolha da amostra

Tipo de Infeccao Espécime
Entérica fezes
Genital swab genital, raspado, bidpsia
SNC liguor, sangue, fezes
Ocular swab ocular, secrecao
Pele secrecao vesicular, raspado, biopsias
Respiratoria swab nasal, lavado naso-faringeo, puncao

Sistémica sangue




Estudo de Virus
Diagnostico laboratorial das viroses

Cuidados fundamentais

Momento ideal para colheita do material
= fase aguda da doenca ou prodromo (diagndstico)
= fase de convalescenca (confirmacao)

=  periodico (progndstico)
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Diagnostico laboratorial das viroses

Cuidados fundamentais

= Transporte do material

preferencialmente a 4°C

a -20°C (virus nus)

a -20°C com crioprotetor (longas distancias)
acondicionamento em solucao tamponada
frasco inquebravel

encaminhar ao laboratorio o mais rapido possivel



Estudo de Virus
Diagnostico laboratorial das viroses

<+ Métodos laboratoriais:
Diagnostico classico
Diagndstico rapido

Diagnostico molecular



Microscopia Eletronica



Estudo de Virus

Direto




Estudo de Virus

Quantitativo




Estudo de Virus

Microscopia eletronica

Vantagens

= rapido

= boa sensibilidade

= deteccao de virus nao cultivaveis

Desvantagens

= nem sempre disponivel

= nao aplicavel a todos os virus
* resultados falso-positivos e falso-negativos




Métodos Baseados em
cultivo de virus
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Diagnostico laboratorial das viroses

Diagndstico classico

Cultivo - Isolamento - Identificacao - Sorologia

Vantagens

% sensibilidade

% Unico método

% deteccao de virus

desconhecidos
% completa caracterizacao

Desvantagens

% demorado
% a ser confirmado (soroconverséao)
%+ alguns virus n&o sao cultivaveis

% falso isolamento
(virus facilmente cultivaveis
suplantam outros)
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Diagnostico laboratorial das viroses

Diagndstico classico

Isolamento
= animais de laboratorio

= 0ovos embrionados de galinha

= Alta sensibilidade

= Unica alternativa para alguns virus
= Caro - demorado

= Apropriado para a vigilancia epidemiologica
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Tudo comeca com a diluicao seriada da amostra:

Virus stock 0.9 ml




Estudo de Virus Quantitativo

Ensaio de Formacao Placas de Lise
Plaque assay

placa de lise
1- Infeccéo viral
42:;%%;% 2' MelO
' semisoélido

| * |
3- Algumas células séo u 4- Lise celular e formacéao
infectadas e produzem da “placa de lise”.
Nnovos virions capazes de
infectar células vizinhas.
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Ensaio de Formacao Placas de Lise
Plague assay
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Ensaio de Formacao Placas de Lise
Plague assay
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Estudo de Virus Ouantitativo

Ensaio de Formacao Placas de Lise
Plaque assay

Caracteristicas:

Principio: 1 particula viral gera uma placa de lise

= Consome tempo.
= S0 funciona para virus gue infectam celulas que crescem
em monocamada e causam lise celular.

= Meétodo muito simples



Estudo de Virus Ouantitativo

Ensaio de Formacao de Focos de Transformacao
Focus assay

contact-inhibited
monolayer of
normal cells

multilayer of
uninhibited
cancer cells

plastic tissue-culture dish



Estudo de Virus

Ensaio de Formacao de Focos de Transformacao
Focus assay

Quantitativo



Estudo de Virus Ouantitativo

Ensaio de Formacao de Focos de Transformacao
Focus assay

Caracteristicas:

Principio: 1 particula viral gera uma placa de lise

= Consome tempo.
= SO funciona para virus que infectam celulas que crescem em
monocamada e causam transformacao celular.

= Método muito simples
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Ensaio de Formacao de Focos fluorescente
Fluorescent Focus assay

Virus da raiva em
cultura de células

Esta variacao do
método € mais
rapida, porém mais
cara.
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Curva de Crescimento
One step growth curve

Adenovirus type 5
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Curva de Crescimento
One step growth curve

1000

TOTAL VIRIONS EXTRA
00 CELLULAR
or YIELD
- Q“F",;TF'E‘,E'E,E;',’ RELEASED/ (BURST
i VIRIONS SIZE)
o
Ll
o LATENT
) PERIOD
5 I -
= T\ ECLIPSE "”"g
- 01, .
1 7 10 15 20
HOURS AFTER ADSORPTION

Quantitativo Qualitativo



Relative virus count
(plaque-forming units)
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Curva de Crescimento
One step growth curve
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Estudo de Virus

Meétodo de Estudo do Efeito
Endpoint Method

= Existem virus que ndao podem ser adaptados aos ensaios de formacao
de placa ou focos de transformacéo.

= No entanto, estes virus podem produzir um efeito patolégico detectavel
em:

= Ovos embrionados
= Cultura de células

= Animais de laboratorio



EStUdO de VirUS Ovos embrionados

Metodo de Estudo do Efeito " HSV
Endpoint Method Chorioallantoic Poxvirus
membrane Rous SV
Air sac Shell Amniotic Chorioallantoic
cavity membrane
inoculation
- Influenza
Paramixovirus
P (caxumba)
: < A ) . Amniotic
\ =110 \\ inoculation
| Yolk sac
// Allantoic
inoculation
Influenza
Paramixovirus
= (caxumba)
Newcastle

Yolk sac

Shell Albumin Allantoic :
~.) inoculation

membrane cavity

Adeno de aves



Estudo de Virus

Meétodo de Estudo do Efeito
Endpoint Method

Cultura de células

= A presenca de virus em ceélulas em cultura pode induzir alteracoes
(ex. morte celular, formacao de sinsicios, etc) visiveis ao
microscopio.

= Estas alteracOes sdo conhecidas como conjuntamente como efeito
citopatico.

= O efeito citopatico € um Endpoint



Estudo de Virus

Meétodo de Estudo do Efeito
Endpoint Method

Efeito citopatico refere-se a alteragdes degenerativas em células
(especialmente em cultura) associadas a multiplicacao de certos virus.

As alteracOes incluem:
Forma alterada

Perda de adeséao ao substrato
Lise

Fusdo de membrana (sinsicios)
Presenca de corpos de incluséo

Apoptose



- Método de Estudo do Efeito
Estudo de Virus Endpoint Method

Células Vero

nucleoli

nucleus



- Método de Estudo do Efeito
Estudo de Virus Endpoint Method

ECP Células Vero antes e apo6s infecgcao com poliovirus tipo 1

- nucleoli

nucleus

rounded shrunken cells



- Método de Estudo do Efeito
Estudo de Virus Endpoint Method

ECP em Células epiteliais antes e apos infeccao HSV-1 (0-8-12-24hs)

o




Estudo de Virus

Método de Estudo do Efeito
Endpoint Method

Esta metodologia permite determinar:

A dose infecciosa (TCID.,) ou letal para um
determinado virus (LD,)
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Meétodo de Estudo do Efeito
Endpoint Method

Yirus

Cytopathic effect

dilution
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Endpoint: Dose infecciosa (ID.), diluicao na que
50 % das culturas apresentam efeito citopatico

tissue culture infectious dose (TCID50, TCD50)
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Meétodo de Estudo do Efeito
Endpoint Method

Letalidade de poliovirus

Dilution Alive Mortality (%)
| = 10~ i & i b L) (AL
| = 1017 i e i 12 32 | (1)
| = 100 | 7 | 24 1/25 a6
| = 100 § & | 17 1/18 Q4
| = 1007 2 § 3 L 5712 i
| = 1077 3 3 o 5 g1l 27

Endpoint: Dose letal (LD,), diluigdo na que 50 %
dos animais morrem.



Métodos Baseados em
Sorologia



= ReacOes de antigeno-anticorpo

Metodos de diagnostico rapido

Inibicdo da hemaglutinacao
fixacdo do complemento

ensaio imunoenzimatico
aglutinacéo de particulas de latex
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Ensaio de Hemaglutinacao
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Ensaio de Hemaglutinacao

Hemacias Virus
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Ensaio rapido e barato. Permite determinar o titulo viral.

O ensaio de inibicdo da hemaglutinac&o permite determinar o tipo
de virus presente
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Ensaio de Hemaglutinacéo Virus

Hemacias

Ensaio rapido e barato. Permite determinar o titulo viral.
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Ensaio de Hemaglutinacao
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Estudo de Virus

Ensaio de Inibicao da Hemaglutinacao

e
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Ensaio rapido e barato. Permite determinar o tipo de virus presente




Estudo de Virus
Ensaio de Inibicao da Hemaglutinacao

Com anticorpo da dengue Sem anticorpo da dengue
P O soro do paciente  1- O soro do paciente
ﬁf é incubado com o < . & incubado com o
antigeno do virus antigeno do virus
)‘ﬁﬂ( dengue Vq dengue
2. 2.
Eritrocitos sdo Eritrocitos sdo
YOS, | acicionados 7® | adicionados
Py
Eritrécitos e
3. = Aaglutinagio dos  ° antigenos da
edtrdcltosnl:.ocone mu -
na presenca nam na
anticorpos da dengue X de anticorpos da
4 Alnibquoda 4 Al iutinaglo
pode ser vista como pode sev vista
um "botdo" distinto P (T e
em uma microplaca "";"I'l sional

A, Antigeno do virus dengue @ Eritrocito
Y Anticorpo da dengue

Ensaio rapido e barato. Permite determinar o tipo de virus presente
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Ensaio de Inibicao da Hemaglutinacao

1128 17256 1512 Dihation

132 176
Haemagglutination Inhihition lH

Red cell control

Ensaio rapido e barato. Permite determinar o tipo de virus presente
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Metodo de Neutralizacao de virus

@ Aggregation
N

Blocked attachment:

Attachment |) Steric interference
@ 2) Capsid stabilization

3) Structural changes

&
Endocytosis Blocked
endocytosis? l

Acidic pH

Blocked uncoating
I) Capsid stabilization
2) Fusion interference

= Baseado na presenca de anticorpos neutralizantes



Estudo de Virus

Metodo de Neutralizacao de virus
Cinética da neutralizacao do virus vaccinia
160 320
/ :

10 20 40 80

9 day .)‘ ‘{‘@ ™
i ) /’\"/

Serum dil

3 day
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Ensaios baseados em anticorpos (RIA, EIA,
ELISA)

HRP-Linked Antibody b * ‘i* *

RIA — radio imuno ensaio

WHRP ) EIA- enzima im_uno ensaio
' ELISA — enzyme-linked immunosorbed
assay

= Permitem detectar antigenos
virais presentes em amostras
(ex. secrecOes nasais)

= Permitem automacéao.
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Ensaios baseados em anticorpos

_________ Sitio de Ligacao
< ao antigeno

e -
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Ensaios baseados em anticorpos (RIA, EIA, ELISA)

—

—

+ substrate

*
’3:,3(

—

'}‘)’}‘ | ;'.f"‘gW(\fo B -;‘

.':.»"’K\’(m /\’ Y ¢ _)h




Estudo de Virus

Ensaios baseados em anticorpos (ELISA)
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Ensaios baseados em anticorpos (ELISA)

HRP-Linked Antibody

Nty
Detection Antibody *f #
I g

Sandwich Elisa



Métodos Moleculares



Estudo de Virus

Os métodos moleculares analisam as

macromoléculas virais isoladas ou no contexto
tecidual.

= Andalise de Acidos nucléicos.

= Analise de Proteinas.
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Hibridac&o de acidos nucléicos

single-stranded
DMNA probes

8
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fDr gano A c mi:..;1 ure g{
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e

only A forms stable
double helix

)

hybridization in 50%
formamide at 35°C

impariact
base-pairing

VE =N

A

A

A C, and E all form
stable double helices
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stack of paper towels remowe nitrocellulose
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Estudo de Virus
Hibridac&o de acidos nucléicos

Deteccao de HPV16 em células SiHa
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Hibridac&o de acidos nucléicos
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Estudo de Virus Amplificacdo de acidos nucléicos

5, L __________________________________________________________________________ | OH—S,
3'OH 5’

Separacao das fitas
e sintese do primer

D N i
\

primer Molde orimer

5’W OH-3' '\

3’
l Extensao

e ———————————————————————————————————————————
30H <l
primeg\ \
S OH-3’
. R A R

5’

primer

5,



Estudo de Virus Amplificacdo de acidos nucléicos
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PCR em tempo real

a SYBR Green | Extension phase (Il)
Annealing phase ® "
— 5 ® g ’ ®
¢ =S
® K e °

End of PCR cycle

Extension phase ()




Estudo de Virus Amplificacdo de acidos nucléicos

Figure 12: The 5’ Nuclease Assay PCR em tem poO real

Reporter dye o Figure 13: Polymerase collides
Quencher dye O with TagMan® Probe
Intact Probe Cleaved Probe

Hw . ) .
Inininininininininininini i i A
Wavelength Wavelength




Estudo de Virus Amplificacdo de acidos nucléicos
PCR em tempo real

Plateau phase

Exponential phase

represents the dynamic
range of the PCR

threshold

Ctl Ct2



Estudo de Virus Amplificacdo de acidos nucléicos
PCR em tempo real

Amplificacao e quantificacdo de sequéncias génicas especificas

Vantagens

= rapido |
= deteccgdo de virus néo cultivaveis = e
= alta sensibilidade 7 aRRG

Q00 900
g00 Ta00
o0 TF00

Z0] T600

500 / 1500
400 1400

Desvantagens i e==c= i)

-100 -100

- nem Sempre dlsponl'vel — caro 02 4 & 8 10 12 14 16 1(3:VC|2ED 22 24 36 28 30 32 34 36 39
= Padronizacao delicada

= boa especificidade
= n&o contamina
= guantifica — medida de carga viral

PCR Base Line Subtracked CF RFU




Estudo de Virus Deteccdo de Proteinas
Western blot

Detection signal (colorimetric or chemiluminescent

Enzyme covalenty

E bstrat
Attached to 2° antibody ol nzyme substrate

secondary antibody
against primary

anti-target / antibody

protein

antibody{lgG) ~ Ty \

(primary antibody)

‘/// b //
Aﬂbrane blot

Target protein




Estudo de Virus Deteccdo de Proteinas
Western blot
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Deteccéo de Proteinas
Western blot
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Estudo de Virus Deteccdo de Proteinas

Ensaio Imunofluorescéncia

VRS

Influenza A

Permite a deteccao rapida e especifica de antigenos virais

Rerquer equipamento especializado.
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Ensaio Imunofluorescéncia

Deteccéao de virus da Dengue tipo 2 em células
(glicoproteina E do envelope)



Estudo de Virus Deteccio de Proteinas

Imunohistoquimica

: i !
e M f o wma wml]

Deteccao de
HCV
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Imunohistoquimica

Deteccao de HCV
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Cultivo: Representa o “gold standard”

Sorologia:

Permite a deteccao de anticorpos circulantes contra um
antigeno viral (exposicao e estado imune).

Analise de acidos nucléicos:

PCR, RT-PCR, PCR em tempo real
Muito sensiveis.



Respiratory Virus Diagnostics
Commercial Molecular Assays for Respiratory Pathogens

Luminex Xx-TAG RVP Bead-based assays

http://www.luminexcorp.com/rvp/overview.html

Qiagen ResPLEX 11 Bead-based assays

http://www1.giagen.com/Products/ResPlexIPanel.asp

EraGen MultiCode PLx RVP Bead-based assays

http://www.eragen.com/contentPage.cfm?1D=430

Seegene Seeplex RPA Capillary sequencer sizing

http://www.seegene.com/en/diagnosis/d_seeplex.php

MassTag PCR Mass spectrometric detection
http://www.chem.agilent.com/Library/posters/Public/ASMS2007%20Poster%20MPT326.pdf

AutoGenomics INFINITI RVP+ Biofilm microarray

http://www.autogenomics.com/1/infectious_respiratory.php

Idaho Technology FilmArray Multiplex real-time PCR array

http:// www.idahotech.com/filmarray

CLART PneumoVir Clinical Array Technology
http://www.biomerieux .com.br/

Fast-Track FTD RP Multiplex real-time PCR

http://www.fast-trackdiagnostics.com/pages/order_cat/catalogue.cgi?state=11&cust=0&cat_no=FTD-2


http://www.idahotech.com/FilmArray/
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Obrigado!!!



