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METODOS DE ESTUDIO Y DIAGNOSTICO VIRAL

!

Puede clasificarse

\4

Directos

!

Detectan

!

. El virus como agente infeccioso
(aislamiento viral).

Morfologia de vibriones

I

Observar

I

Microscopia

Electronica
. La presencia de antlgenos virales AMPLIFICACION DE
(tecnicas inmunologicas): T ACIDOS NUCLEICOS
Inmunofluorescencia (IF),

Enzimoinmunoanalisis (EIA), TeSt wmp  Técnicas de biologia molecular

de Aglutinacion.

. La presencia de acidos nucleicos
virales (PCR, etc.).

. El virus como partlcula viral
(microscopia electronica).

VIRALES MEDIANTE

UNA REACCION EN ==

CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

Ejemplos

Ejemplos 1

Investigacion de
acidos nucleicos

virales

Las tecnicas de estudio y
diagno'stico que a continuacion se
presentan, constituyen una
herramienta ingeniosa
desarrolladas a partir de los
estudios de la Biologia Molecular.

!

SONDAS DE
ACIDOS
NUCLEICOS

!

Es posible extraer
secuencias especfficas
de un fragmento de
ADN por medio de
las endonucleasas de
restriccion.

!

Tiene una sensibilidad
tan alta que puede
amplificar una unica
molecula de DNA y
una sola copia de genes
puede ser extraida, de
mezclas complejas de
secuencias genémicas y
visualizada como
bandas diferentes en
geles de agarosa.

DETERMINACION DE ACIDOS
NUCLEICOS VIRALES POR

SONDA SINTETICA

!

Es un ensayo de
hibridacion molecular

con una sonda marcada.
Las hibridaciones pueden

ser: DNA-DNA, RNA-
RNA y RNA-DNA.

!

Indirectos

!

Reconocen

!

La respuesta inmune (humoral o celular) por parte del
huesped:

« Deteccion de anticuerpos espeaf cos

antivirales por tecnicas inmunologicas (EIA,
IFI,WB, etc.).
e Produccion de anticuerpos in vitro.

Ejemplos

1

INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA (IFI)

!

Es un metodo rapido y
confiable para la
determinacion de
anticuerpos antivirales en
el suero del paciente.

!

ENZIMOINMUNOANA
LISIS INDIRECTO (EIA)

!

Los EIA indirectos se han aplicado de forma
amplia en los ultimos anos al diagnostico de
anticuerpos virales. Tiene las ventajas de ser un
metodo versatil, relativamente economico,
sensible y de lectura objetiva (instrumental).




!

Aislamiento Viral -
Cultivos Celulares

!

El aislamiento del
virus era la tecnica
standard de oro
sobre la cual se
median todas las
otras pruebas de
diagno'stico viral,
pero hoy en dia
con el desarrollo
de las nuevas
tecnicas de
Biologia Molecular
ya no es la mas
sensible.

!

Cultivos
celulares

!

Cultivos Primarios: Se
obtienen a partir de
células, tejidos u 6rganos
tomados directamente del
organismo y pueden
subcultivarse una o dos
veces.

Lineas Celulares
Diploides: Son aquellas
que crecen en pasajes
sucesivos hasta
aproximadamente 50
subcultivos y que
conservan por lo menos
en un 75% el cariotipo
correspondiente a la
especie de que provienen.
Lineas Celulares
Continuas: Permite un
numero finito de
subcultivos y son
heteroploides.

v

Deteccion de Antigenos
- Tecnicas
Inmunologicas

!

Las tecnicas
inmunologicas,
pueden utilizarse
tanto para la
deteccion de
antigenos (metodos
directos), como de
anticuerpos
(metodos indirectos)

!

Deteccién de
antigenos

!

Se utiliza un anticuerpo
especifico antiviral (por
lo general I1gG) a cuya
fraccion Fc se ha
conjugado una
molecula marcada, que
puede ser isotiocianato
de fluoresceina
(Inmunofluorecencia),
un isdtopo radioactivo
1251 o 1311 (RIA), o
una enzima: peroxidasa,
fosfatasa alcalina, o
biotina-avidina (EIA),
para objetivar la
reaccion.

}

INMUNOFLUORESCENCIA
DIRECTA (ID)

!

Tecnica mas antigua y de
uso mas difundido en el
laboratorio clinico

!

Se puede utilizar

!

Para una identificacion
rapida del virus
directamente sobre la

muestra

Ejemplos

!

Celulas eluidas de un
lavado nasal, o de un
hisopado
nasofaringeo), o se la
puede emplear para la
confirmacion del
efecto citopatico
observado en cultivos
celulares.

I

TEST DE
AGLUTINACION

!

Los ensayos de
aglutinacion, dependen
de la fijacion inicial de
anticuerpos antivirales
especificos sobre
eritrocitos o particulas
de latex. Luego este
reactivo se incuba con
la muestra clinica en la
cual se investiga el
antigeno y las particulas
se aglutinan si el
antigeno adecuado se
encuentra presente.

!

Ademas, es una
técnica

!

Rapida y barata,
tambien se la ha
usado para detectar
antigenos de
Adenovirus

!

RADIOINMUNOENSA
YO (RIA)

!

Aplicado para
identificar el
antigeno de
superficie de la
Hepatitis B
(HBsAg) y el
anticuerpo anti-
HBsAg.

!

Tienen una buena
sensibilidad y
especificidad, pero
la aparicion de un
metodo como el
ensayo
inmunoenzimatico
(EIA) con su mayor
tiempo de
conservacion de
los reactivos, su
costo
relativamente mas
bajo y la ausencia
de residuos
radioactivos

!

Remplaza

!

Tecnicas de
RIA en la
mayor parte
de los casos
de deteccion
de antigeno
viral.

!
!

Los EIA para la
deteccion de
antigeno se basan
habitualmente en
la captura del
antigeno por
anticuerpos
especificos unidos
a una fase solida,
en general el
pocillo de una
microplaca o una
pegueﬁa esfera de

plastico.

El antigeno viral
presente en la
muestra clinica se
combina con el
anticuerpo fijado
a la fase solida y
el antigeno viral
se detecta
mediante la
adicion de otro
anticuerpo
especifico
conjugado a una
enzima.

!

La enzima
conjugada suele
ser peroxidasa o
fosfatasa alcalina.

ENZIMOINMUNOANALISIS
(EIA)

!

TEST DE
AGLUTINACION

!

El fundamento
y el
procedimiento
de esta tecnica
ya fue
descripto para
el estudio de
Ag viral
(metodo
directo). Ahora
lo que
buscamos es
detectar
anticuerpos
antivirales, por
eso se usan
particulas de
latex
recubiertas con
Ag viral.

!

WESTERN
BLOT (WB)

!

Las tecnicas
inmunologicas de
Inmunoblot estan
encontrando amplias
aplicaciones en el
diagnostico
virologico. Son
particularmente
utiles para el
diagnostico del HIV.
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LA ELECCION
DE UNA
PRUEBA
DIAGNOSTICA

!

En la valoracion
de los diferentes
procedimientos
de diagnostico
descriptos, se
pueden
considerar tres
parametros de
importancia
fundamental:
SENSIBILIDAD,
ESPECIFICIDAD
y V ALOR
PREDICTIVO.
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