Unidad 3: VIROLOGIA

Tema T74: Técnicas de
diagndstico viroldgico




Virus > pardsitos intracelulares obligados

> Cultivos de células o inoculacion de
animales de laboratorio

> Técnicas costosas y tediosas

Estudio de virus

7- Aislamiento viral
2-Deteccion directa de antigenos virales o su genoma
3-Detecciéon de anticuerpos

4-Observacion directa de particulas en microscopio electrénico



7- Aislamiento viral

Ventajas

> Confirmacion de un diagndstico tentativo (basado en otra técnica)
» Enfermedad no descripta en una zona determinada
> Sintomatologia coincidente con varios agentes virales semejantes

» Dijagnédstico serolégico no quarda relacién con el agente sospechoso

Desventajas

> Cultivos celulares o animales de laboratorio
» Depende de la viabilidad del virus en la muestra problema

» Costoso, engorroso (pocos adeptos)




7- Aislamiento viral

Crucial la eleccion y toma de muestra

Toma temprana - fFase aquda de la enfermedad

Medios especiales
Estériles
Refrigerados

Tipos de muestra

Excreciones y exudados (saliva, heces, orina, aspirado nasofaringeo, liquido

cefalorraquideo, etc-)
Tejidos de necropsia o biopsia
Hisopados (rectal, faringeo, ocular, vesicular, genital)

Sangre




7- Aislamiento viral

Animales de laboratorio

Ratones, himster, conejo, cobayo
Sustituidos por cultivos de células

Huevos embrionados

Huevos fértiles de gallina = aislamiento de virus influenza e importantes
como suministro de tejidos para cultivos celulares

Cultivo de células

Método de eleccion para la replicacion viral S

Hola Yo soy Hela

Medios nutritivos y estériles Ve e Ha o cambi
Diferentes tipos celulares
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2+ Deteccion directa

Antigenos virales

Inmunofluorescencia

Anticuerpo Anticuerpo
Fluorocromo primario
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2 Deteccion directa

Antigenos virales

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
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2+ Deteccion directa

Antigenos virales

Hemaglutinacion - Inhibicion de la hemaglutinacion
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2+ Deteccion directa

Genoma viral

PCR - Reaccién en cadena de la polimerasa
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2+ Deteccion directa

PCR - Reaccién en cadena de la polimerasa

7 NS |

\ <

Ciels: 1 ya 3



2 Deteccion directa

Genoma viral

PCR - Reaccién en cadena de la polimerasa
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2+ Deteccion directa

Genoma viral

Retrotranscripcién - PCR
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Incubar con transcriptasa
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2+ Deteccion directa

Genoma viral
PCR anidada (nested FPCR)

Primer F1
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Aumenta la sensibilidad y
especificidad de la deteccion



2+ Deteccion directa

Genoma viral

PCR multiplex
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Permite amplificar distintos
blancos a la vez en una
muestra



2+ Deteccion directa

PCR en tiempo real (KReal/ time FCR) - qgPCR



2+ Deteccion directa

PCR en tiempo real (KReal time FCR) - qPCR

PCR convencional

Cretecta un unico segmento
del ADN

Amplificacion v
cuantificacién del producto
en dos fases

Menor sensibilidad

Menor especificidad

Equipos menos costosos

PCR en tiempo real

Detecta y cuantifica el ADN

Amplificacion y cuantificacion en un
solo paso

Mayor sensibilidad
Mayor especificidad

Equipos y reactivos mas costosos
isondas fluorescentes mas caras)



2+ Deteccion directa

Genoma viral
A B
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3 Deteccion de anticuerpos
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Deteccion de IgG
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3 Deteccion de anticuerpos

Linea IgM LinealgG  Linea Control
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4- Observacion directa de particulas virales
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VACUNAS
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Gérmenes Vivos Vacunas de Gérmenes muertos
atenuados acidos nucleicos o inactivados
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VACUNAS Vias de aplicaciéon

Orales

Parenterales
Intramuscular

Subcutanea

Intradérmica

Intravenosa




Muchas gracias!!

Cap- 17 y 76 - Stanchi
Cap- 68 y 70 - Vet- Microbiology




	Diapositiva 1
	Diapositiva 2
	Diapositiva 3
	Diapositiva 4
	Diapositiva 5
	Diapositiva 6
	Diapositiva 7
	Diapositiva 8
	Diapositiva 9
	Diapositiva 10
	Diapositiva 11
	Diapositiva 12
	Diapositiva 13
	Diapositiva 14
	Diapositiva 15
	Diapositiva 16
	Diapositiva 17
	Diapositiva 18
	Diapositiva 19
	Diapositiva 20
	Diapositiva 21
	Diapositiva 22
	Diapositiva 23

