ENFOQUE PRACTICO DEL
DIAGNOSTICO DE LAS
ENFERMEDADES VIRALES.

Conferencia dictada ante la Socledad de Bulatria del
Uruguay. el 28.7.81.-

CDU 619:616-07

INTRODUCCION.

Los virus tienen ciertas caracteristicas biologicas y
fisicas que los distinguen de los demas microorganismos,
Entre los distintos virus existe una gran variabilidad, lo
que lleva a exigencias diagnosticas especificas.

Es de suma importancia en las enfermedades virales
el diagnostico precoz y la distribucion geografica de la
enfermedad en un pais. La Unica manera de combatir las
enfermedades virales es realizando medicina preventiva,
ya que no existe ningdn especifico terapeltico para
combatirlas,

El tema es tan amplio que requeriria una serie de

conferencias por lo cual sera necesario tratarlo superfi-
cialmente,
Comenzaré con una breve revision sobre las caracteristi-
cas y taxonomia de los virus vy luego pasaré a tratar el
diagnéstico de las enfermedades virales y su problemati-
ca,

DEFINICION DE VIRUS.

Los virus son de los agentes infecciosos mas peque-
fios. Consisten en un genoma de una sola clase de acido
nucleico: ADN o ARN formando el llamado NUCLEQ,
el cual estd encerrado en una capa protectora de protel-
nas llamada CAPSIDE cuyas subunidades proteicas, visi-
bles por microscopia electronica, son los CAPSOME-
ROS. La cépside, ademds de proteger el dcido nucleico
contra enzimas ribo o desoxirribonucleasas y otros agen-
tes fisico-quimicos, le da especificidad en la unién del
virus con los receptores viricos de la membrana citoplas-
mdtica de la célula, lo que determina el rango de hués
pedes que puede infectar un virus. Existen virus mds
complejos, como los Poxvirus, cuya cdpside consta de
més de una capa y ademds de protelnas, contiene |ipidos
y carbohidratos codificados por el virus.

Los virus que tienen ENVOLTURA, por fuera de la
cépside, adquirida al brotar de la membrana celular cito-
plasmdtica o nuclear (segln el virus) contienen lipidos y
glicoproteinas de origen celular (Figura 1).
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TGs virus tienen una caracteristica especial que los
distingue de los demas microorganismos: el no poder re-
plicarse {multiplicarse) independientemente, Por lo cual
dependen de la célula viva necesitando el aparato enzi-
matico de la misma. El dcido nucleico virico contiene la
informacion genética necesaria para programar a la célu-
la huésped infectada para que sintetice una serie de mo-
léculas requeridas para la formacion de la particula viri-
ca.

REPLICACION.

Esquemadticamente daré algunas pautas de la replica-
cion o multiplicacion de los virus. La particula virica se
une a los receptores viricos de la membrana celular vy si
tiene envoltura se desprende de ella penetrando so6lo la
nucleocapside. Una vez dentro de la célula, el acido nu-
cleico es liberado de su capside y la informacion genéti-
ca especifica que contiene es transferida al ARN mensa-
jero (ARNm), proceso llamado TRANSCRIPCION vy
luego viene el mecanismo llamado TRADUCCION en el
cual la informacidén que trae el ARNm resulta en pro-
duccion de:

a. Secuencia de aminoécidos especifica, formando
proteina virica.-
b. Acido nucleico virico.-

El montaje o ENSAMBLADO de las distintas partes
para formar una particula virica completa se hace en el
citoplasma para ciertos virus y para otros en el nicleo.
Los virus que tienen envoltura maduran al adquirirla,
brotando de la membrana celular (del nicleo o citoplas-
ma seg(in el virus). Dicha membrana celular se ve modifi-
cada porque adquiere antigenos virales y esto sirve para
que anticuerpos u otros mecanismos de defensa del orga-
nismo reconozcan a la célula infectada.

TAXONOMIA (Cuadros 2 y 3).

Los virus se han clasificado segln ciertas caracteristi-
cas fisico-quimicas (Cuadros 4, 5, 6, 7 y 8) como por
ejemplo: tipo de 4cido nucleico; tamafio y morfologia
de la partfcula virica; susceptibilidad a agentes fisicos y
quimicos, en especial el éter.
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Hay 6 familias de virus que contienen ADN, todos
con el 4cido nucleico en cadena doble (DS) salvo los Par-
vovirus que son de cadena simple (SS); son desnudos,
salvo los Herpesvirus e Iridovirus que poseen envoltura.

Hay 10 familias de virus con ARN que son de cadena
simple, salvo los Reovirus que son de cadena doble. To-
A dos los virus con ARN tienen envoltura, salvo los Picor-
navirus y los Reovirus que son desnudos. Existe una
gran diferencia en el tamaiio de la particula viral, que va
de 26 nandémetros (nm) (Parvovirus) a los 300 nm (Pox-
virus). También veremos que existe una diferencia gran-
de en la cantidad de informacién genétjca que contienen
los distintos virus, que va de 1.5 x 10~ de peso molecu-
lar del 4cido nucleico de los Parvovirus a 160 x 10" de
los Poxvirus. Existe mds diferencia en la cantidad de in-
formacién que contienen distintos virus de la que existe
entre una célula de un elefante y un ratdn,

METODOS DE DIAGNOSTICO VIRICO.

Figura 1. Estructura esquemftica de una partfcula viral.-

El hecho de que los virus sblo se propaguen en célu-
las vivas le da cierta peculiaridad a los métodos de diag-
nostico viral.

Haciendo un poquito de historia, cuando se comen-
zaron a estudiar las enfermedades viricas se utilizaban
los propios animales huéspedes, es decir para un virus
bovino se usaba inocular terneros y esto tiene todos los
inconvenientes que Uds. ya saben.

Luego se comenzd a usar inoculacion de animales de
laboratorio y mds adelante inoculacién de huevos em-
brionados que hoy en dia todavia se usa para influenza
y algunas enfermedades aviares, como, por ejemplo, ac-
tualmente en el CIVET ""M.C. Rubino” se utiliza para:
Newcastle, Bronquitis, Viruela y Laringotragueitis.

Un gran adelanto fue cuando se comenzo a utilizar el
“cultivo de células vivas in vitro” de distintos érganos y

———» CAPSIDE

NUCLSOCAPSIDE distintas especies animales,
Cuadro 2. DNA Virus,-
—
FAMILD\ SUB-FAMILIA GENERD ESPECIE
Parvoviridae Parvovirus Bovino, suino, felino, canino, leporide
SS DNA Adeno-Asociados| Bovino, canino, ave
Densovirus Insectos
Papovaviridae Papilomavirus | Bovino: PAPTLOMATOSIS; Leporido
I0S DNA Polyomavirus Primate: SV 40, Murido, leporido
IAdenoviridae Mastadenovirus | Bovino: NEUMOTNTERITIS TERNERO; Ovino, suino, equing
DS DNA humano, canino: HEPATITIS
Aviadenovirus | Ave: ENFERMEDAD RESPIRATORIA Y DIARREA
Herpesviridae Alphaherpesvirinad Humano: 1ERPES SIM'LEX; Bovino: MAMILITIS; Suino:
DS DNA SEUDORRABIA; [quino: ABORTO VIRICO, EXANTEMA COITAL;
Felino, canino
Betaherpesvirinae Murido: CITOMEGALOVIRUS; Humano, suino
Gammaherpesvirinag Humano: VARICELA; Ave: MAREK; Leporido
No clasificados Bovino: IBR, FIEBRE CATARRAL MALIGNA
Iridoviridae Iridovirus Suino: PPA
DS DNA{ Chordopoxvirinae [ Orthopoxvirus [ Bovino: VIRUELA BOVINA, VACCINIA; Murido: ECTROMELIA
Leporido, humano: VIRUELA, VIRUELA BOVINA
Poxviridae Avipoxvirus Ave
DS DNA Capripoxvirus | Caprino, ovino: LUMPY SKIN DISEASE
Leporipoxvirus | Leporido: MINOMA
Suipoxvirus Suino
Parapoxvirus Bovino: ESTOMATITIS I'USTULAR; Ovino; ECTIMA CONTAGIO
SA, SEUDOVIRUELA
Entomopoxvirinae Insecto
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Cuadro 4. Virus conteniendo AIN, de simetrfa ctbica y sin envoltura (Melnick, 1979).-

CGbica — NO — NUCLEO — RESISTENTE —|

= =] = o=
BE 2 :
2 B 5 : 2
: S
5 = s 8
- § :
[Parvovirus |
[18-26 — 1.5-2,2 — l— Parvoviridae

45-55 — 2.4-5.0

70-90 — 20 - 30

Virus adeno-asociados
[Papilomavirus |
— — Papovaviridae

Polyomavirus
[Mastadenovirus |
—_ — Adenoviridae

Aviadenovirus

La interaccion célula-virus puede resultar en cambios

visibles o no visibles.

A. Entre los cambios visibles tenemas como ejemplo: 3;

1. Efecto citopatico (CPE) (Cuadro 9) en cultivo de
células vivas, que representa el dafio o muerte de
la célula causado por el virus infectante, pudién-

dose observar con microscopio Optico inver

tido.-

2. Transformacibn celular a célula tumoral por falta
de inhibicidn de contacto entre las células, con

formaciébn de microtumores, producida por los
Oncornavirus.-

Cuerpos de inclusibn, son dreas con alteracidn de
tincibn gque por lo general son acimulos de pro-
teinas, acidos nucleicos o particulas virales. Estos
pueden ser acidéfilos o basofilos, intranucleares o
intracitoplasmdaticos vy, como ejemplo, tenemos
los corpusculos de Negri en la Rabia y los de
Guarneri en Vaccinia que son intracitoplasmati-
cos acidofilos y los intranucleares basofilos pro-
ducidos por los Adenovirus.

Cuadro 5. Virus conteniendo ADN con envoltura o cfipside compleja (Melnick, 1979).-

w =y, - oz
: sz : B 8 Z
: = = a o & > & 2 E
2 3 g gg =
w —
5 5 g g &
g 8
Alfaherpesvirinae
Betaherpesvirinae
Gamaherpesvirina
NGcleo — Sensitivo 100 — 54-92 Herpesvirus no = I\'rl::fg:;
_clasificado
CGbica — Envoltura —
Citoplas-
ma — Sensitivo 130 — 130 —Iridovirus Irido-
Lo viridae
Orthopoxvirus
Avipoxvirus
Capripoxvirus
Comple ja ~ @:s a — Citoplas — Resistente 300 — 160 + ordopoxvirinag—— Poxvi-
ompleja ma Leporipoxviry, ridae
Parapoxvirus
Suipoxvirus
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Cuadro 6, Virus conteniendo ARN con cipside de simetrfa cGbica (Melnick, 1979).-

I T e —— — o — —
tn = - m
—
:  BE : B8 :
2 g 5 as - 3
g ¢ > 5 E
= g
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= g 7 # b
) 8
2.5 Enterov1@
2,3-2,8 — Rhinovirus
24-30 — — Picornaviridae
2.5 Cardiovi
mtente ° &2.3-3.8 — Aftovirus l
No — Citoplasma —{ relativamente —
Fe3lstone 60-80 — 12 OrbiviTis
75 15 ——— Reovirus — Reoviridae
X 70 12 Rotavirus
Cbica Alfavirus
Sensitivo 40-70 — § ————|
S1 — Citoplasma — | Rubivirus
— Togaviridae
Pestivirus
Sensitivo 40-60 — 3-4
Flavivirus

B: Entre los cambios no visibles tenemos, por ejem-

plo:

1. Modificacibn de la membrana celular, cuando el
virus brota de ella.
Los Orhtomyxovirus, Paramyxovirus y Togavirus
al brotar de la membrana citoplasmatica alteran
la superficie de la célula infectada incorporandole
proteinas de origen viral que tienen afinidad por
eritrocitos. Esta propiedad se usa como base para

algunas pruebas diagndsticas: hemadsorcion y he-
maglutinacion.-

Interferencia de un virus con otro, al estar infec-
tando ambos una misma célula.

Por interferentia uno de los virus no es producido
o es producido en pequenisima cantidad, base de
otras pruebas diagnosticas.

Las técnicas de laboratorio para diagnostico viral
(Cuadro 10) se pueden dividir, a grandes rasgos,
en 2 tipos:

Cuadro 7. Virus conteniendo ARN y de sumetria helicoidal (Melnick, 1979).-
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80-120 — 4 Influenzavirus — UOrthomyxovirida
150-300 — 5-8 Pneumov irus
Paramyxovirus |—— Paramyxoviridae
r‘lelicoidal — S — Citoplasma — S(;nsitim‘{ 150-300 — 5-8 ——
Morbillivirus
“Vesiculovirus |
60x180 — 3-4 —— — Rhabdoviridae
Lyssavirus
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Cuadro 8. Virus conteniendo ARN con arquitectura asimétrica o desconocida (Melnick, 1979).-

— e
: § i f § o :
5 5 a 8 &y E
: s g g £ 3
: = 5 i :
E —
g g g s 8
£ =
[Oncovirinae
100 7-10 Spumavirinae E::ﬁ;d
Sensitivo — Lentivirinae
50-300 — 3-5 Arenavirus ﬁ:?ﬂ;
I 80-130 — 6-9 Coronavirus Corana
<] — Si — Citoplasma — viri ﬁ
Desconocida
Sensitivo —
100 ——— 6-7 Bunyavirus Bunya-
viridag

a: Directas, como por ejemplo:

Aislamiento en cultivo celular.-

Placas y pocks.-

Todos ellos basados en la lesion que produce el
virus,

Microscopia electrénica (visualizacién directa).-

b: Indirectas, como por ejemplo:
Hemaglutinacidn, hemadsorcién.-

Interferencia.-

Una serie de técnicas basadas en reaccidn antige-
no-anticuerpo como: geldifusion, fijacién de
complemento. ELISA, inmunofluorescencia, ra-
dioinmunoensayo (RI1A).-

Hoy en dia el cultivo celular en monocapa es uno de
los métodos diagnésticos mas usado para aislamiento de
virus de campo, siendo preferibles los cultivos primarios
o de pocos pasajes (3 - 4) por ser mas sensibles. Por
ejemplo, para el aislamiento de los virus de Rinotraquei-
tis Infecciosa Bovina (IBR), Diarrea Viral Bovina (DVB),
Parainfluenza - 3 (Pl - 3) y Rinoneumonitis Equina es-
tdn indicados cultivos celulares, en los primeros pasajes,
de rifidn y pulmon de feto bovino, que son los que es-
tamos utilizando en el CIVET,

Cuadro 9. Tipos de efecto citopético (CPE).-

DARO CELULAR EJBPLO VIRUS
) ): ENTEROVIRUS BOV.,
4 (PICO); VSV (RHABDO)
IMIENTO
cPE
10N CELULAS= MOQUILLO CANINO, PARAINFLUENZA
VIRUS SINCITIALES (virus
LA GIGANTE bovino resp. sincitial)
TIMICLEADA (PARAMIXOVTRUS)
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En bacteriologia, sembrando en agar sangre, se detec-
tan un gran nimero de bacterias y el resultado puede
obtenerse relativamente répido, lo cual no es posible tra-
bajanuo con virus, pues tenemos mas dificultades debi-
do a:

A. La gran diferencia que existe entre los distintos virus,
al ser tan distintos entre s, muchas veces requieren con-
diciones especiales de diagnéstico.-

B. Contaminacidn de las muestras clinicas que destruyen
los cultivos celulares en los cuales inoculamos el material
enviado, por lo que se recomienda usar antibidticos en
los materiales remitidos para aislamiento viral. El uso de
antibibticos ayuda muchas veces a controlar la contami-
nacién pero no siempre es suficiente, por lo que debe-
mos recurrir a otros procedimientos como, por ejemplo,
el esterilizado por filtracién.-

C. Adaptacion de cepas de virus de campo a condiciones
de crecimiento in vitro:

Muy a menudo sucede que las cepas de virus de campo
no resultan citopatogénicas desde un principio para los
cultivos celulares, por lo que a veces requieren varios pa-
sajes, para adaptarse a condiciones in vitro de crecimien-
to; cada uno de estos pasajes lleva de 6 a 10 dias, segin
log virus. Si en su tercer pasaje el material sospechoso de
contener virus no produjo efecto citopético, se hace una
tincibn de las células inoculadas con anticuerpo especi-
fico conjugado con isotiocianato de fluoresceina para el
virus que se sospecha, en especial de virus que tienen ce-
pas no citopatogénicas como el DVB. Si esta prueba
también resulta negativa, se considera que el material
enviado no contiene virus. Si el material inoculado pro-
duce efecto citopdtico en el cultivo celular, se debe pro-
ceder a la identificacién de dicho agente. La manera méas
corriente y practica de identificar es por seroneutraliza-
cién e inmunofluorescencia.

En cuanto a las enfermedades virales de grandes ani-
males, en la actualidad en el CIVET estamos en condi-
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Cuadro 10, Tests para diagndstico viral.-

TEST CARACTERISTICA EJEMPLO
HEMAGLUTINACION AGLUTINACION Y RUBEOLA (TOGA) ; INFLUENZA,
Y HEMADSORCION ADHERENCIA ERITR. PI, NDV (PARAM); PPA (IRID)
INTERFERENCIA CEPAS NC CON CEPAS RUBEOLA, NC-BVDV (TOGA)
CITOPATOGENICAS
MICROSCOPTA VIZUALIZACION VARIOS VIRUS
ELECTRONICA DIRECTA PART. VIRAL
GELDIFUSION LINEA PRECIPITACION PPC (TOGA) ; RINDERPEST
Ag-Ac EN AGAR (PARAM)
FIJACION C' FIJACION C' CON AFTOSA (PICORNA)
Ag-Ac PRESENTE
INOCULACION CPE VARIOS VIRUS
CULTIVO CELULAR
PLACAS Y CPE DIFUSION LIM. VARIOS VIRUS
POCKS POR AGAR; POCKS (MEM: POXVIRUS
CORIOALANTOIDEA)
ELISA COLORIMETRIA Ag-Ac ROTAVIRUS (REO) ;
UNIDO A ENZIMA O ENTEROVIRUS (PICORNA)
FLUORESCE INA
INMUNO- -
FLUORESCENCIA VARIOS VIRUS
RADIOINMUNO Ag MARCADO RADIO- VARIOS VIRUS
ENSAYO ACTIVO COMPITE CON
Ag ESTUDIO POR Ac

ciones de realizar el aislamiento practicamente de

cualquier virus v la identificacién de los virus bovinos de
IBR y DVB, y de los porcinos de Peste Porcina Clasica y
Peste Porcina Africana. Si se trata de la identificacién de
algiin otro virus, se requiere mas tiempo para poder ob-
tener los reactivos necesarios.-

D. También tenemos los problemas inherentes a |a reali-
zacibn de cultivos celulares primarias, como ser:

Obtencién de érganos de animales sanos v la adapta-
cibn de dichas células a condiciones de crecimiento
invitro.-

Obtencidon de suero bovino apto para el crecimiento
de las células, debido a que ciertos sueros resultan té-
xicos,

Conseguir y mantener la esterilidad de los medios de
cultivo y material a utilizar,-

Las células de cultivo primario crecen mejor y mas
parejas en superficie plastica que en vidrio, pero el alto

costo en nuestro pais de los materiales de plastico clesi-
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chables para citocultivo, no nos permite su uso rutina-
rio. Con lineas celulares se pueden obviar algunos de es-
tos problemas, pero la gran mayoria de las lineas celula-
res bovinas, por lo menos en los Estados Unidos de
Ameérica, estdn contaminadas persistenteimente con vi-
rus no citopdtico de la Diarrea Viral Bovina, lo cual las
hace inadecuadas para aislamientos y cualquier estudio
que se quiera hacer con el virus de la Diarrea Viral Bovi-
na,

El método indirecto mds usado para decir que esta-
mos frente a determinado proceso virico, ademas de in-
munofluorescencia, es el estudio de la curva de anti-
cuerpos realizando la titulacion de anticuerpos por la
prueba de seroneutralizacidn en pares de muestras de
suero del mismo animal problema, tomadas una en el
periodo agudo de la enfermedad y la otra 2 a 3 semanas
mas tarde, Actualmente el CIVET esta on condiciones
de realizar el estudio de curvas de anticuerpos para IBR
y a corto plazo para DVB.

Por todo lo dicho hasta el momento pudemnos ver
claramnente qun vs dificil obtener un diagndstico virico
en pocos dias comea rr_mchos pretenden,
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COLECCION Y REMISION DE MATE-
RIALES PARA AISLAMIENTO VIRAL
(Cuadro 11).

Para aislamiento viral se requieren materiales frescos
colectados en el estado agudo de la enfermedad, cuando
el animal muestra sintomas. Los materiales deben ser co-
lectados en condiciones asépticas y NO se les debe agre-
gar preservativos ni fijadores, pero Sl antibidticos, Los
materiales se deben congelar o refrigerar enseguida que
son colectados y deben ser enviados inmediatamente. Lo
ideal seria usar como refrigerante hieio seco; si se utiliza
este hielo el material debe ser colucado en recipientes de

tapa rosca 0o herméticamente cerrados para evitar que el
ut:O2 que se libera del hielo seco entre en contacto con
la muestra, ya que puede ser perjudicial para los virus.
Hielo comin en heladeras de espumaplast también es
apropiado. Los hisopos se deben enviar refrigerados, su-
mergidos en medios coma Hanks' o caldo fosfato tripto-
sa al 10 - 20%/o0 con antibiéticos (penicilina 500 U/ml. y
estreptomicina 500 ug/ml.) (dichos medios puede pro-
veerlos el CIVET).

Las muestras de suero para el estudio de curva de an-
ticuerpos, se deben mandar bien identificadas y deben
ser una del periodo agudo de la enfermedad v otra2a 3
semanas mds tarde,

Cuadro 11. Guia para coleccibn especimenes para aislamiento virico.-

VIRUS ESPECIMENES PREFERIDOS

ENTEROVIRUS BOVINO
IADENOVIRUS BOVINO

GASTROENTERITIS
TRANSMISIBLE DEL CERDO

RINONEUMONITIS EQUINA
(HERPESVIRUS)

Quisiera hacer énfasis en que las muestras de materia-
les para aislamiento viral deben ser extraidas cuando el
animal muestra sintomas. Si dichas muestras son extrai-
das pasado el periodo agudo de la enfermedad, segura-
mente no se podra aislar ningin virus, debido a que en
esa etapa el animal no estd excretando virus.
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