Facultad: Cmte. Manuel Fajardo
Asignatura: Microbiología y Parasitología Médicas. 

Semestre: Cuarto.

Tema V: Virología Médica.

FOE: Seminario integrador. 

Tipo de seminario: Problémico.

Método de enseñanza: Explicativo-expositivo y métodos propios de la enseñanza problémica.

Duración: 90 minutos.
Objetivos generales: 

1. Consolidar la información científica adquirida sobre virología, a través del análisis, debate y solución de problemas. 
2. Desarrollar habilidades en la expresión oral y la utilización de la literatura docente en la organización lógica del contenido.

Objetivos específicos:  

1. Describir las características estructurales y la clasificación de los virus de importancia médica y de mayor frecuencia en nuestro país.

2. Analizar la patogenia de los virus de importancia médica y de mayor frecuencia en nuestro país.

3. Enunciar los exámenes virológicos e inmunológicos más comunes que se solicitan al Laboratorio de Virología, para el diagnóstico de los virus estudiados.
4. Señalar las medidas de prevención y control. 
Sumario:

Virus que más frecuentemente causan alteraciones de la salud humana en Cuba: Características estructurales, patogenia, métodos básicos utilizados para el diagnóstico en el laboratorio, medidas de prevención y control.
Especies ejemplos:

· Virus Herpes simple tipo 1 y 2
· Virus Varicela-Zoster
· Virus Dengue 
· Virus de la influenza A, B, C
· Virus de la Hepatitis A, B, C, D
· Virus de la Rabia
· Virus de la Inmunodeficiencia Humana
Bibliografía recomendada:

· Llop Hernández A, Valdés –Dapena Vivanco MM, Zuazo Silva JL: Microbiología y Parasitología Médicas. Tomo II. Sección V. Virus. La Habana, Cuba: Edit. Ciencias Médicas. 2001.

· Conferencias en formato digital presentes en la página web de la asignatura.
Orientaciones a los profesores: Orientar previamente al estudiantado en relación a los objetivos, el sumario, la bibliografía que deben consultar y como se desarrollará el seminario. El día de la ejecución del seminario, dividir el grupo de estudiantes en varios equipos según el número de problemas. Deben ir pasando al frente uno a uno los equipos y responder de manera aleatoria los problemas. Los estudiantes del auditorio pueden aportar ideas que le falten al equipo que está respondiendo. El profesor puede agregar otras preguntas que no se encuentren incluidas en la situación problémica, siempre y cuando respondan a los objetivos del seminario. Evaluar de manera individual a cada estudiante.
Problemas:

1. Paciente femenina de 25 años, APP de salud. Refiere presentar periódicamente lesiones alrededor de la boca, que describe como “erupciones”. Se trata de una infección viral.
a) Mencione el nombre del posible agente causal.   Virus Herpes simple tipo 1
b) ¿A qué familia pertenece?  Herpesviridae
c) Mencione otro virus perteneciente a esta familia que causa lesiones similares, pero a otro nivel. 

    Virus Herpes simple tipo 2 

d) Mencione las características generales de estos virus. ADN de doble cadena, lineal, simetría cúbica, virus envueltos, sensibles al éter, esférico.

e) Explique la patogenia. 
El hospedero susceptible adquiere la infección por contacto directo de persona a persona. Ocurre replicación en la puerta de entrada (piel o mucosas) causando los síntomas iniciales. Transporte del virión por vía axonal retrógrada al ganglio nervioso regional (trigémino o sacro) donde ocurre replicación y pasa a un período de latencia. Ante la acción de determinados estímulos (estrés, fiebre, traumatismos, luz UV, inmunosupresión, temperaturas extremas) ocurre una reactivación con replicación a nivel de los ganglios y viaje a través del axón hacia el sitio de entrada de forma recurrente.
f) Mencione algunas formas clínicas de presentación de estos virus.
tipo 1: infecciones orofaríngeas, queratoconjuntivitis, Infecciones de la piel 

tipo 2: herpes genital 

ambos: Infecciones del SNC (Meningitis, Encefalitis), Herpes neonatal, Infección diseminada

g) ¿Qué muestras podemos utilizar para el diagnóstico en esta paciente? ¿Cuál es la temperatura de conservación?

Líquido obtenido de las vesículas, Sangre. Se conservan a una temperatura de 4° C.

h) Métodos microbiológicos para el diagnóstico directo.
-Aislamiento e identificación del virus: Cultivo en líneas celulares, Cultivo en huevos embrionados.

-Serología (detección de Ags): Neutralización, Fijación de complemento, ELISA, RIA

-PCR (detección de ADN)

i) Métodos microbiológicos para el diagnóstico indirecto.
-Serología (detección de Acs): Neutralización, Fijación de complemento, ELISA, RIA. Útiles para estudios epidemiológicos de prevalencia.

j) Medidas de prevención y control

· Educación para la salud e higiene personal.
· Utilización de guantes por el personal de salud.
· Uso de condones durante las prácticas sexuales.
· Embarazada con primoinfección genital se aconseja cesárea.
2. Paciente masculino de 64 años, APP de Diabetes Mellitus tipo II, que presenta hace 3 días lesiones en forma de pápulas, vesículas y pústulas en hemicuerpo izquierdo, las cuales toman el recorrido del nervio intercostal.
a) Mencione el nombre del virus causante de este cuadro.   Virus Varicela-Zoster
b) ¿A qué familia pertenece?  Herpesviridae
c) Mencione las características generales de este virus. ADN de doble cadena, lineal, simetría cúbica, virus envueltos, sensibles al éter, esférico.

d) ¿Cuáles son las enfermedades que puede causar este virus?    Varicela y Herpes zoster
e) Explique la patogenia. 

La vía de transmisión fundamental es la respiratoria siendo las puertas de entrada las mucosas de las vías respiratorias y orofaringe (alternativamente conjuntiva). Ocurre replicación en la puerta de entrada con diseminación sanguínea y linfática. Se producen ciclos de replicación en SER que conllevan a una 2da viremia con infección de células del endotelio capilar y diseminación posterior a células de epidermis y mucosas (lesiones características de varicela). Pasa a un estado de latencia (ganglios sensoriales). Ante la acción de diferentes factores (inmunodepresión, cirugía, radioterapia, traumas) el virus se reactiva y se multiplica en el ganglio diseminándose a través del nervio sensitivo hasta la piel donde aparecen las lesiones características del herpes zoster localizadas en el trayecto de un nervio. 

f) ¿Qué muestra podemos utilizar para el diagnóstico y cómo la conservamos? 

Líquido obtenido de las vesículas y conservado a una temperatura de 4° C.
g) Métodos microbiológicos para el diagnóstico. 

-En frotis teñido con Giemsa, Papanicolau, hematoxilina-eosina células gigantes multinucleadas con inclusiones intranucleares. 

-Tinción inmunofluorescente directa del frotis.
-Cultivo en líneas celulares.
-Detección de Ags por biología molecular (PCR). 
-Serología: elevación del título de anticuerpos por FC, NT, IFI, ELISA
h) Mencione otros virus estudiados en clase, pertenecientes a esta familia y diga que enfermedades pueden causar.

Citomegalovirus: Enfermedad por inclusión citomegálica, infección generalizada en lactantes, anomalías congénitas graves, infecciones graves en inmunodeprimidos.
Virus de Epstein-Barr: Mononucleosis infecciosa en niños y adolescentes, carcinoma nasofaríngeo en adultos, enfermedades linfoproliferativas en inmunocomprometidos.

3. Paciente masculino de 40 años, APP de salud. Presenta hace 48 horas fiebre de 380C, escalofríos, artralgias, mialgias, cefalea y dolor retrocular. Se sospecha una posible infección por dengue.
a) Mencione el nombre del posible agente causal. Virus Dengue Serotipos 1, 2, 3 o 4
b) ¿A qué familia pertenece?  Flaviviridae
c) Mencione las características generales de este virus.

Virus ARN, una tira, simetría cúbica, envuelto, sensibles al éter, esférico, con antígenos de tipo y de complejo en la envoltura

d) ¿Por qué se les conoce como arbovirus?

Virus transmitidos por artrópodos que se mantienen en la naturaleza en un ciclo vertebrado-artrópodo hematófago-vertebrado.

e) Vía de transmisión. Vectorial, a través del mosquito hembra Aedes aegypti
f) Explique la patogenia.

El agente viral es introducido en el hospedero a través de la saliva del mosquito infectado. Se produce una replicación primaria en la puerta de entrada y en los ganglios linfáticos regionales. Se libera al torrente sanguíneo (viremia) y alcanza diferentes órganos como pueden ser SNC, miocardio, endotelio vascular, glándulas endo y exocrinas, musculatura lisa.

g) Formas clínicas del dengue.
-Dengue clásico: manifestación habitual primaria, baja mortalidad. Fiebre, artralgias, mialgias, cefalea, dolor retrocular, erupción exantemática.

-Dengue hemorrágico: más severo, elevada mortalidad. Síndrome febril similar y hemorragias (púrpuras, petequias, equimosis, epistaxis, hematemesis, melena, metrorragias, sangramiento por las punturas)

h) ¿Cuándo y por qué se produce dengue hemorrágico?

Cuando la segunda infección es por un serotipo diferente la IgG de la primoinfección se une al segundo serotipo formándose inmunocomplejos no neutralizantes. Estos inmunocomplejos facilitan la entrada del virus a los monocitos lo que activa los linfocitos TCD4+, se incrementa la producción de linfoquinas que aumentan la permeabilidad capilar. A su vez los inmunocomplejos producen activación del complemento que contribuye al aumento de la permeabilidad capilar. Se producen trastornos de la coagulación y aparecen las hemorragias.
i) Tipo de inmunidad.
Homóloga de por vida y heteróloga de corta duración.

j) ¿Qué muestras podemos utilizar para el diagnóstico en este paciente?  sangre

k) Métodos microbiológicos para el diagnóstico. 

ELISA para IgM al 6to día, Cultivo en líneas celulares, PCR
l) ¿Qué otros arbovirus que causan fiebre y erupción tenemos que tener en cuenta en nuestro país? ¿Cuál es el vector implicado? ¿Qué muestra y método diagnóstico son los más utilizados?
-Virus del Zika: Aedes aegypti y Aedes albopictus. Suero, orina. Detección del RNA viral mediante técnicas moleculares (RT-PCR)

-Virus Chikungunya: Aedes aegypti y Aedes albopictus. Suero. Detección de IgM.
m) Medidas preventivas para estas arbovirosis. Todas las relacionadas con el control y erradicación del mosquito vector.

4. Niño de 4 años con manifestaciones respiratorias dadas por rinorrea acuosa, estornudos y fiebre de 380C, 2 días de evolución. El médico sospecha infección respiratoria alta de etiología viral.

a) Mencione posibles virus que puedan causar este cuadro clínico. Virus de la influenza A, B y C, Virus parainfluenza, Coxackievirus, Virus Sincitial Respiratorio, Coronavirus, Adenovirus, Coxackievirus, Rinovirus.
b) Mencione las características generales del Virus de la influenza. 
Virus ARN lineal, de cadena simple, sentido (-) y segmentado, simetría helicoidal, pleomórficos, por lo general esféricos, envueltos, sensibles al calor, radiaciones UV, éter, formaldehido, detergentes y agentes oxidantes, superficie cubierta con hemaglutinina y neuraminidasa 

c) Explique la patogenia del Virus de la influenza.

La transmisión es respiratoria. Importante el papel de la HA como responsable de la unión del virión a receptores de la célula diana y el papel de la NA disminuyendo la viscosidad de la película de moco dejando expuestos los receptores de la superficie celular. Se produce infección de células epiteliales, formación de nuevos virus y extensión a células adyacentes. Hay destrucción celular sin afectar la capa basal del epitelio. La diseminación viral se limita al tracto respiratorio. La diseminación sanguínea (viremia) es muy infrecuente.

d) ¿Cuál de los 3 tipos de Virus de la influenza es responsable de las epidemias y por qué?
El tipo A, debido a su elevada variación antigénica causada por su genoma segmentado y a la amplia gama de hospederos.

e) ¿Qué muestras podemos utilizar para el diagnóstico en este paciente?

Secreción o células de la nasofaringe obtenidas por raspados, gargarismos o lavados nasofaríngeos, Exudados faríngeos, Sangre para sueros pareados

f) Métodos microbiológicos para el diagnóstico. 

Aislamiento e identificación del virus en huevos embrionados o cultivos celulares.

Serología: Inhibición de la hemaglutinación, fijación del Complemento, ELISA, RIA

*En los sueros pareados el aumento del título de anticuerpos será al cuádruplo o más.

Biología molecular: PCR

5. Paciente masculino de 21 años con dolor abdominal en hipocondrio derecho hace aproximadamente 1 semana, febrícula de 37,5 0C, náuseas, astenia y anorexia. Al examen físico se constata ictericia y hepatomegalia de 2 cm por debajo del reborde costal. El médico sospecha una Hepatitis viral.

a) Mencione posibles virus que puedan causar este cuadro clínico. 
Virus de la hepatitis A, Virus de la hepatitis B, Virus de la hepatitis C, Virus de la hepatitis D
b) Mencione las características generales de cada uno.

A: Virus ARN de simple cadena, simetría icosaédrica, desnudo, resistente al éter

B: Virus ADN circular parcialmente bicatenario, cúbico, pleomórfico, envuelto, sensible al éter

C: Virus ARN de simple cadena y sentido +, cúbico, envuelto, sensible al éter

D: Virus “Satélite”, defectivo, ARN circular de simple cadena

c) Mencione la vía de transmisión de cada uno.

A: fecal-oral

B, C, D: Sexual, Parenteral, Perinatal

d) ¿Cómo establece el diagnóstico?
A: muestras: heces (período prodrómico) y sangre para suero.

Métodos: Cultivo, Serología ELISA (VHA, anti VHA, IgM anti VHA), Biología molecular: PCR

B: muestras: sangre para suero.

     Métodos: Serología ELISA (AgHBs), Biología molecular PCR

C y D: muestras: sangre para suero.

           Métodos: Serología ELISA

e) Mencione las medidas de prevención.

A: Mejoramiento de las condiciones higiénico-sanitarias ambientales. Higiene personal. Potabilización o cloración del agua. Correcta disposición de desechos líquidos y sólidos. Educación comunitaria. Profilaxis pasiva: globulina inmune 80-90% de efectividad al inicio del PI Profilaxis activa: vacunas inactivadas.
B: Educación sexual, promover uso de condón. Pesquisaje de productos sanguíneos y derivados. Adecuadas técnicas de esterilización y desinfección. Profilaxis pasiva: γglobulina hiperinmune a hepatitis B (títulos elevados de anti-HBs). Profilaxis activa: vacuna recombinante del CIGB (HEBERBIOVAC-HB)

C: Educación sexual, promover uso de condón. Pesquisaje de productos sanguíneos y derivados. Adecuadas técnicas de esterilización y desinfección.
6. Trabajador veterinario de 40 año APP de salud, recibió mordedura por un perro hace aproximadamente 21 días, a la cual no dio importancia por tratarse de un animal afectivo de su trabajo, sin darse cuenta de que el mismo estaba “raro” desde hacía varios días. Acude al cuerpo de guardia refiriendo cefalea intensa y fotofobia.
a) ¿Podría decir qué virus pudo inocularle e perro a través de la mordedura?  Virus de la Rabia
b) ¿De qué otra forma puede el animal rabioso transmitir la enfermedad?
A través de arañazo o lamedura.

c) Mencione las características generales de este virus.

Virus ARN de simple cadena y sentido (-), envuelto, sensibles al éter, simetría helicoidal, espículas de glicoproteínas en su superficie que constituyen el Ag G, presenta forma de bala.

d) Explique la patogenia.

Puerta de entrada piel y mucosas, por mordedura, arañazo o lamedura del animal rabioso. Es importante tener en cuenta el sitio de la lesión, la profundidad de la lesión y la dosis infectante. El virus se replica en los miocitos (musculatura estriada) del lugar afectado, pasa a terminaciones nerviosas sensitivas y placas neuromusculares motoras y se disemina desde el SNC a la retina, corteza adrenal y glándulas salivares.
e) ¿Qué muestras podemos utilizar para el diagnóstico?

Piel de zona afectada, saliva, L C R, tejido cerebral y del animal rabioso el encéfalo.

f) ¿Cuáles son los métodos para el diagnóstico?

Aislamiento Viral por inoculación en cerebro de ratón lactante, Inmunofluorescencia directa (técnica de elección para detectar el Ag)

En el caso del animal histología de encéfalo buscando Corpúsculos de Negri (lesión patognomónica).

g) Mencione los reservorios más frecuentes de este virus.

Perros, gatos, mangostas, lobos, chacales, murciélagos

h) ¿Cómo prevenimos que el ser humano se contagie con esta enfermedad?

Vacunación de los grupos de riesgo: personal del laboratorio, veterinarios, espeleólogos, cazadores. Vacunación de los animales, fundamentalmente los perros. Eliminación de perros y gatos callejeros. Desmangostización. Cuarentena en la importación de animales. Vigilancia epidemiológica.

i) ¿Qué hacer, desde el punto de vista preventivo, después de una mordedura o arañazo de un animal rabioso?

Lavar con abundante agua y jabón, no suturar. Vacunación con γ globulina antirrábica.

7. Paciente de 21 años, APP de promiscuidad y uso de drogas, que acude al cuerpo de guardia por presentar cuadro clínico de cefalea intensa y rigidez de nuca. Se le realiza punción lumbar y se le diagnostica meningitis criptococócica. El médico sospecha un Síndrome de Inmunodeficiencia Humana.
a) Mencione el posible agente etiológico teniendo en cuenta el diagnóstico presuntivo del médico.

Virus de la inmunodeficiencia humana tipos 1 y 2
b) Mencione las características generales de este virus.

Virus de ARN, simetría cúbica, envuelto, sensible al éter, esférico. Tropismo celular por linfocitos T CD4

c) Explique la estructura viral.

Capa interna o nucleoide: Formada por la proteína p 24, contiene las dos hebras de ARN y las enzimas Transcriptasa inversa, Integrasa/endonucleasa y Proteasa.
Capa media o cápside: Formada por la proteína p17

Capa externa o envoltura: contiene la Glicoproteína de superficie gp 120 y la Glicoproteína de transmembrana gp 41

d) Mencione las posibles vías de transmisión.

· Sexual 

· Parenteral: transfusiones de sangre o hemoderivados, objetos contaminados (agujas, cuchillas).
· Transmisión vertical de madre a hijo: - Intraútero: transplacentaria - Intraparto: a su paso por el canal
e) Explique la patogenia.
Puerta de entrada: Mucosas genital, anorectal y oral lesionadas o inoculación directa al torrente sanguíneo. 
Adsorción y fusión: La gp 120 se une al receptor CD4 y ocurre la fusión por intervención de la gp 41 y penetra el ARN viral a la célula

Transcripción: El ARN viral se transcribe a 1 molécula de ADN por la acción de la enzima transcriptasa inversa. La polimerasa celular sintetiza la segunda cadena. El ADN bicatenario migra al núcleo de la célula.
Inserción: El ADN viral se inserta al ADN celular por acción de la integrasa viral, permaneciendo en estado de latencia, hasta que ocurra la activación de sus genes.
Factores de la activación viral: Activación de los linfocitos debido a infecciones repetidas. Coinfección de la misma célula por otro virus. Activación del sistema inmune por infección con otros agentes biológicos. Malnutrición y uso de drogas
Replicación y lisis: El ADN viral se separa y su información se transcribe para lograr la síntesis de las proteínas y el ARN viral. Ocurre el ensamblaje y el virus sale de la célula, ocasionando la lisis de ésta.
Los nuevos virus atacan otras células, poco a poco se deprime el sistema inmunológico y aparecen infecciones oportunistas.
f)  ¿Cuáles son las posibles muestras a utilizar para establecer el diagnóstico?
g) Sangre, orina, saliva, tejidos, semen, óvulos
h) ¿Qué métodos microbiológicos utilizamos?
· Métodos directos: Reacción en cadena de la polimerasa (PCR), Aislamiento viral (Técnica de referencia, para laboratorios con nivel de seguridad biológica tipo III), Detección de la carga viral (Nivel de replicación viral y manejo clínico del paciente).
· Métodos indirectos: ELISA (Más utilizado para el pesquisaje, se basa en la detección de Ac anti-VIH), Western Blot (Confirmación).
i) ¿Cuáles son las medidas de prevención y control?
Relaciones sexuales protegidas. Pesquisa serológica de: donaciones de sangre, órganos y población de riesgo. Esterilización correcta del instrumental perforo cortante. Asesoramiento, control y tratamiento a la embarazada. Manejo adecuado del material biológico.
