METODOS DIAGNOSTICOS

DIRECTOS INDIRECTOS

Estudian el agente viral Estudian la respuesta inmune
(anticuerpos) del paciente

Aislamiento Deteccion de Deteccion de Elisa IgM IFI Neutralizacion
viral genoma: RT- antigeno. (Inmunofluores en cultivos
en células, PCR Elisa IgG cencia celulares
ratones, convencional, Inmunohistoqui indirecta)
mosquitos RT-PCR en mica.
tiempo real

METODOS DIRECTOS

AISLAMIENTO VIRAL: 1. CULTIVOS CELULARES

Se inocula una muestra

sospechosa en una botella

con una monocapa de

células y se controla Q

todos los dias si se

observa efecto citopatico

en las mismas. s
L DS X
Células no infectadas Células infectadas

o normales con virus (efecto
citopatico)

2. EN RATONES 3. POR INOCULACION DE MOSQUITOS

El ratén lactante se considera
huésped universal.
Inoculacién via intracerebral
y/o intraperitoneal.

Se observan si los animales se
enferman y se guardan a -70°C.




INMUNOHISTOQUIMICA

e Estudios retrospectivos.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA: RT_PCR

Consiste en amplificar un fragmento del genoma viral:
Hay 2 metodologias:
e RT-PCRconvencional.
e RT-PCRentiemporeal.

RT-PCR CONVENCIONAL
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RT-PCR EN TIEMPO REAL

® Permite seguirlareacciéonentiemporeal.

o Permite el procesamiento de un mayor numero de muestras
en menor tiempo en comparacién a RT-PCR convencional.

e Cuantificacion viral.

e Esmasrapidaytiene menos probabilidad de contaminacion.

e Inconvenientes: costo, equipamiento, no es factible cara-

cterizar genéticamente porque la muestra se agota (no se
recupera como en la otra metodologia).

VISUALIZACION DE
RESULTADOS

Sobre un corte de tejido fijado en parafina o por congelacién.
Para el diagnéstico de fallecidos.

Etapas en comun:

Extraccion del RNAviral.

o Sintesis de DNA.

e Amplificacion del genoma del virus.

DEN2

Se visualiza el ADN amplificado en
gel de agarosa (bandas)

No Template Control

Amplification Plot



METODOS INDIRECTOS

1. ESQUEMA DE ELISA IgM

Sustrato cromogénico
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2. ESQUEMA DE ELISA IgG
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3. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI)

1. Anticuerpos
Suero Especificos

Antigeno viral

2. Anticuerpo
anti-especie (anti Ig
totales) conjugado con
fluoresceina

4. NEUTRALIZACION

Es latécnicaserolégica de confirmacion.
e Seincuba el suero del paciente en estudio con el virus. Si tiene anticuerpos, éstos neutralizaran el

virus y se formaran pocas o ninguna placa de lisis. Si no hay anticuerpos en la muestra, se veran
muchas placas de lisis.

Suero positivo: los anticuerpos
impiden formar placas de lisis.

Suero negativo: no hay anticuerpos
por lo tanto el virus formé placa de
lisis en lamonocapa celular
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