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Podemos classificar os meétodos para
diagnostico viral, de forma generica, em:

exames diretos, onde procura-se detectar na
amostra clinica a presenca dos virus; ou

exames indiretos, onde buscamos evidéncias de
uma 1nfeccao viral passada pela presenca de
anticorpos contra esse virus no soro do paciente
(sorologia).




Exames diretos

1. Microscopia optica: morfologia das células corpos
de inclusao. Ja comentado.

2. Microscopia eletrénica: morfologia das particulas virais.
Ja comentado.

3. Detecgao do antigeno: imunofluorescéncia direta,
hemaglutinacao, aglutinagcao passiva
imunocromatografia, ELISA direto,
biosensores

4. Deteccao do genoma viral: técnicas de hibridizagao, técnicas
baseadas em amplificacao do
genoma viral (“PCRs”).



Deteccao de antigenos virais



Exames diretos, exemplos
Amostra clinica Virus detectado

Aspirado nasofaringe Coronavirus
Virus sincicial respiratorio
InfluenzaAeB
Parainfluenza

Adenovirus
Fezes Rotavirus
Adenovirus
Astrovirus
Pele Herpes Simplex

Varicela Zoster
Molusco contagioso

Sangue Citomegalovirus
Hepatites B / C
HIV



Imunofluorescéencia
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Imunofluorescéencia direta

Ac marcado
Com Fluorocromo
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Virus respiratdrio sincicial humano. Amostra

Fig. 3, HSV-infected epithelial positiva no topo, e negativa abaixo.
cell from zkin lesion [DFA)

(Virology Laboratory, Yale-New (Laboratorio de Virologia Molecular,
Haven Hospital) ICB-USP)



Hemaglutinagao
Interagio virus-hemicia

Hemagglutination test: method
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complete agglutination of RBCs



Aglutinacao passiva
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Introducao a Virologia, Santos, Romanos, Wigg, Guanabara Koogan, 2002.



Imunocromatografia
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conjugated (visual or using a specific detector)

1. Drop the mixture
on the sample pad

‘ oty
27

—_—

l membrane

@

Sample pad
2. The mixture flows on the membrane

Viruses 2012, 4, 1235-1257



ELISA (enzime linked immunosorbent assay)
direto
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Amostra com virus (?) fixada a suporte sdlido == m

+ anticorpo especifico contra antigeno viral conjugado a enzima peroxidase (HRP)
+ ortofenilenodiamina (OPD)
+ substrato H202, gera H20 e Oe, que ataca OPD incolor, gerando DAP (amarelo)
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Light, DAP, Reagent solution imi i IFi
2 OPD > DAP (12) = Adicionar acido smilfurlco
para parar a reacao

A scheme of oxidation of OPD catalyzed by horseradish peroxidase (HRP) (1.1) and autosensitized by 2, 3-
diaminophenazine (DAP) (1.2).



Biosensores

Surface plasmon resonance (SPR) Point of Care
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dx.doi.org/10.1021/cr4000623 | Chem. Rev. 2014, 114, 5728-5752

A comprehensive review on plasmonic-based biosensors used in viral diagnostics
COMMUNICATIONS BIOLOGY | (2021)4:70 | https://doi.org/10.1038/s42003-020-01615-8 |
www.nature.com/commsbio



Deteccao de genomas virais



Extracao/exposicao dos acidos nucleicos da amostras

Técnicas de Hidridacao:

Southern blots (DNA), Northern blots (RNA), Dot blots (DNA/RNA),
Hibridacao “In situ” (células/tecidos)

Fixacao a suporte sélido (ex.: membranas de nitrocelulose, laminas)

Desnaturacao e pareamento a sondas especificas (trechos de DNA ou RNA
com sequencias complementares a sequencias do genoma viral)

Deteccao das sondas retidas, que devem possuir uma forma de deteccao
(ex.: radioativas, ligadas a fluordforos ou enzimas)

Obs: assumimos que foram vistas na disciplina de Biologia Molecular



Técnicas de amplificacao:
PCR (Polimerase chain reaction), para virus com genoma de DNA

RT-PCR (transcricao reversa seguida de PCR), para virus com
genoma de RNA

Real Time, dessas técnicas podem ser usados para quantificacao
de genomas virais

(assumimos que essas técnicas foram vistas na disciplina de Biologia
Molecular)
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LAMP (Loop-mediated isothermal amplification)
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Niessen, Applied Microbiology and Biotechnology 99(2) 2014

https://youtu.be/L5zi2P4lggw New England Biolabs
Kits deteccao colorimétrica em 30 minutos, varias marcas em uso para Covid19



https://youtu.be/L5zi2P4lggw

Perfil sorologico tipico apos infeccao
aguda

Rearfection

'

Serom Hire of antihodies

Durante a reinfecgao, IgM pode estar ausente ou presente em baixos
niveis de forma transiente



Sorologia

Deteccao de anticorpos especificos no sangue. Evidenciar
aumento nos titulos desses anticorpos entre as fases aguda e
convalescente da infeccao, ou a deteccao de IgM na infeccao
primaria.

1. Neutralizacao

2. Imunofluorescéncia indireta
3. Imunocromatografia

4. Inibicao de Hemaglutinacao
5. ELISA

6. Western Blot



Neutralizacao
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Introducdo a Virologia, Santos, Romanos, Wigg, Guanabara Koogan, 2002.



Imunofluorescéncia Indireta

Fluorophore

Secondary antibody
(anti-antibody)




Imunocromatografia
(deteccao de anticorpos)
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Interacéo virus-anticorpo

Inibi¢éio da hemaglutinagiio
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Introducdo a Virologia, Santos, Romanos, Wigg, Guanabara Koogan, 2002.



¢ Serum Dilution
Antigen Serum o 12 14 18 116 132 164 112812%
Patient 3 . 2 .

Influenza A / Taipei 98 (H,N,) A DOOOOOOO
C DOOOOOOO

Influenza A / Canton 00 (H,N,) A DOOOOOOO

SR OIOCIOIOIOIOION®)
Influenza B/ Osaka/99 A @@OOO0000O
C ©@O00000

Diluicao do soro

Fase da doenca 1/2 1/4 1/8 1/16 ...

Aguda A

Convalescente C




Determinacao de anticorpos anti-virais através
do ensaio imunoenzimatico ELISA (indireto)

SubstmeD
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Virus padrao fixado a suporte sélido

Automatizacao de leitura

Soro dos pacientes (primario), diluido, é colocado nos pocinhos

Apos incubacao é feita lavagem com tampao

+ anticorpo especifico contra anticorpo humano conjugado a peroxidase (secundario)

Apos incubacao é feita lavagem com tampao

+ substrato H202, gera H20 e Oe, que ataca OPD incolor, gerando DAP (amarelo)

Adicionar acido sulfurico para parar a reagao



Determinacao de anticorpos anti-HIV
através da reacao de Western-blot.

O HIV é cultivado da linhagem celular H9 de linfocitos T. O virus
parcialmente purificado € inativado por tratamento com psoralen e luz
utravioleta e rompido pela acao de detergente.

Os extratos proteicos sao aplicados num gel de SDS-poliacrilamida.

As proteinas virais sao separadas de acordo com o peso molecular, através
de eletroforese.

As proteinas sao transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose
ou nylon, em cuba de transferéncia, por aplicacao de uma corrente elétrica.

A membrana é entdo lavada, bloqueada (com proteinas, ex: leite, para
minimizar a ligacao inespecifica de imunoglobulinas), cortada em fitas e
acondicionada.
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Para cada amostra de soro é utilizada uma fita em separado. As fitas de
nitrocelulose sao incubadas na presenca do soro ou plasma dos pacientes, assim
como, com 0s soros controles, por 2 hs a 37°C.

A seguir, as fitas sao lavadas, por 3 vezes, com tampao fosfato contendo Tween 20.

Para detectar a presenga dos anticorpos, € adicionado soro de cabra anti IgG
humana, conjugado a peroxidase e as fitas sao incubadas por 30 min. a 37°C, e

lavadas.

A reacao é revelada com solugao de substrato: tampao citrato contendo H,0, €
4-cloro-1-naftol (cromdgeno, forma precipitado), por 10 a 15 minutos a
temperatura ambiente, e lavadas com agua.
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Para leitura da reacao é feita analise das bandas proteicas
reveladas, e a presenca ou auséncia de anticorpos para
HIV é determinada pela comparacao de cada fita de
nitrocelulose teste com os padroes de bandas dos
controles positivos.

Cada banda visualizada na fita teste deve ser relacionada
com um peso molecular das proteinas virais, baseando-se
em Sua posicao e por comparacao com a fita contendo o

controle positivo altamente reativo (forte).
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1 — Controle Positivo Forte; 2- Controle Positivo Fraco; 3 — Controle Negativo;
4 — 7 soros de pacientes

J Padrao observado Resultado

Nenhuma banda presente Negativo

Uma banda presente em gp4 ou gp120/160, e | Positivo para HIV-1
a banda p24 presente. Normalmente
gpl120/160 e gp 41 apresentam-se difusas.

Bandas presentes com padrao diferente do Indeterminado
esperado




Guia de estudos

Quais as semelhancas e diferencas dos testes de imunofluorescéncia direta
indireta?

Como conectar as reagcdes de hemaglutinacéo e inibicdo de hemaglutinagdo num
protocolo para diagnéstico do virus Influenza?

Porque as estratégias de aglutinagdo passiva e imunocromatografia tém potencial
de aplicagao diversificada em diagndstico viral mas, por outro lado perdem em
especificidade e precisao?

Como vocé vé o potencial dos biosensores em diagnéstico viral?

Como a amplificagao génica pode facilitar o diagnéstico viral?

Quais as semelhancas e diferencas dos testes de ELISA e Western Blot?

Porque o protocolo de Western blot para diagnéstico de HIV pode ser considerado
bastante especifico e confiavel?



