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Estudo de Virus
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Estudo de Virus
Diagnostico laboratorial das viroses

Importancia

= Confirmacgao da etiologia devido a gravidade da doenca
Rubéola, hepatites, AIDS

= Diferenciagao do quadro clinico
hepatites, citomegalia, mononucleose

* |Infecgao passivel de aplicagao 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 secrec¢ao vesicular, raspado, biopsias
Respiratoria swab nasal, lavado naso-faringeo, punc¢ao

Sistémica sangue




Estudo de Virus

Diagnostico laboratorial das viroses

Cuidados fundamentais

Momento ideal para colheita do material
= fase aguda da doenc¢a ou prédromo (diagndstico)
= fase de convalescenc¢a (confirmacao)

= periddico (prognéstico)



Estudo de Virus

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 solu¢cao tamponada
frasco inquebravel

encaminhar ao laboratério o mais rapido possivel



Estudo de Virus

Diagnostico laboratorial das viroses

+ Métodos laboratoriais:
< Diagnostico classico
< Diagnoéstico rapido

< Diagnostico molecular



Microscopia Eletronica



Estudo de Virus




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



Metodos Baseados em
cultivo de virus



Estudo de Virus

Diagnostico laboratorial das viroses

Diagnostico classico

Cultivo - Isolamento - Identificacao - Sorologia

Vantagens

% sensibilidade

%+ unico metodo

* deteccgao de virus

desconhecidos
% completa caracterizacao

Desvantagens

% demorado
*+ a ser confirmado (soroconversao)
*+ alguns virus nao sao cultivaveis

% falso isolamento
(virus facilmente cultivaveis
suplantam outros)



Estudo de Virus
Diagnostico laboratorial das viroses

Diagnostico classico

Isolamento
= animais de laboratorio

= ovos embrionados de galinha

= Alta sensibilidade

= Unica alternativa para alguns virus
= Caro - demorado

= Apropriado para a vigilancia epidemioldgica




Estudo de Virus

Tudo comecga com a dilui¢ao seriada da amostra:
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Estudo de Virus

Quantitativo
Ensaio de Formacao Placas de Lise
Plaque assay
placa de lise
1- Infecgao viral

e

3¢ i? 2- Meio

semisolido

| Mmﬂ
3- Algumas células sao u 4- Lise celular e formacao
Infectadas e produzem da “placa de lise”.
Novos virions capazes de
Infectar células vizinhas.




Estudo de Virus

Ensaio de Formacao Placas de Lise
Plaque assay
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Estudo de Virus

Método de Estudo do Efeito
Endpoint Method

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

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

= Qvos embrionados
= Cultura de células

= Animais de laboratoério



EStUdO de Virus Ovos embrionados
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Estudo de Virus

Método de Estudo do Efeito
Endpoint Method

Cultura de células

= Apresenca de virus em células em cultura pode induzir alteragdes

(ex. morte celular, formacao de sinsicios, etc) visiveis ao
microscopio.

= Estas alteracdes sao conhecidas como conjuntamente como efeito
citopatico.

= QO efeito citopatico € um Endpoint



r Método de Estudo do Efeito
Estudo de Virus Endpoint Method

ECP Ceélulas Vero antes e apds infecgao com poliovirus tipo 1

: nucleoli
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4 Método de Estudo do Efeito
Estudo de Virus Endpoint Method

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

Se o o



Metodos Baseados em
Sorologia



= Reacdes de antigeno-anticorpo

Métodos de diagnodstico rapido

inibicao da hemaglutinagao
fixacdo do complemento

ensaio imunoenzimatico
aglutinacao de particulas de latex
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Ensaio de Hemaglutinacao
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Ensaio de Hemaglutinacao

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

O ensaio de inibicdo da hemaglutinacao permite determinar o tipo

de virus presente
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Ensaio de Inibicao da Hemaglutinacao

o &de

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




Estudo de Virus

Ensaio de Inibicao da Hemaglutinacao
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Red cell control

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




Estudo de Virus

Ensaios baseados em anticorpos (RIA, EIA,
ELISA)

R - " RIA — radio imuno ensaio

“FRP) EIA - enzimaimuno ensaio
| ELISA — enzyme-linked immunosorbed

assay

= Permitem detectar antigenos
virais presentes em amostras
(ex. secreg¢des nasais)

* Permitem automacao.
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Ensaios baseados em anticorpos
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Estudo de Virus

Ensaios baseados em anticorpos (RIA, EIA, ELISA)
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Meétodos Moleculares



Estudo de Virus

Os métodos moleculares analisam as

macromoléculas virais isoladas ou no contexto
tecidual.

= Analise de Acidos nucléicos.

= Analise de Proteinas.



Estudo de Virus Amplificacdo de acidos nucléicos
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Estudo de Virus Amplificacdo de acidos nucléicos
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Estudo de Virus Amplificacdo de acidos nucléicos

PCR em tempo real
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Estudo de Virus Amplificacdo de acidos nucléicos

Amplificacao e quantificacao de sequéncias génicas especificas

Vantagens

= rapido

= deteccao de virus ndo cultivaveis
= alta sensibilidade

* boa especificidade

* nao contamina

= quantifica — medida de carga viral

Desvantagens
* nem sempre disponivel — caro
* Padronizacao delicada
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Estudo de Virus Deteccdo de Proteinas
Western blot

Detection signal (colorimetric or chemiluminescent

Enzyme covalenty
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Estudo de Virus Deteccdo de Proteinas
Western blot
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Estudo de Virus Deteccdo de Proteinas

Ensaio Imunofluorescéncia

VRS

Influenza A

Permite a detecgao rapida e especifica de antigenos virais

Rerquer equipamento especializado.



Deteccao de Proteinas

] Imunohistoquimica

Deteccao de
HCV



Respiratory Virus Diagnostics
Commercial Molecular Assays for Respiratory Pathogens

Luminex x-TAG RVP Bead-based assays

http://www_luminexcorp.com/rvp/overview.html

Qiagen ResPLEX 11 Bead-based assays

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

EraGen MultiCode PLx RVP Bead-based assays

http://www_eragen. com/contentPage cfm?ID=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
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