Virologia Medica.
Practica
Metodos de estudio para el
diagnostico de las enfermedades

virales



Objetivos:

1.- Mencionar los requisitos de la toma
de muestras, su conservacion vy
transporte, para el diagnostico de
laboratorio de los virus.

2.- Referir los tipos de examenes
utilizados para el diagnostico virologico.

3.- Interpretar los resultados obtenidos
segun la marcha tecnica utilizada para el
diagnostico de laboratorio.



Pensamiento Cientifico
integrador en virologia medica

Vincula elementos :
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Imagenes de pacientes con
enfermedades virales.
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Herpes labial, vesiculas en racimos
localizadas en la comisura labial.







Cuando estamos frente a un
paciente con una enfermedad viral,
el diagnostico microbiologico puede
llevarse a cabo por:

v'Identificacion del virus.

v'Reconocimiento de una respuesta
especifica del hospedero a la
infeccion.



I MUY IMPORTANTE |




MUESTRAS,
SU CONSERVACION Y TRANSPORTE
PARA EL DIAGNOSTICO DE
LABORATORIO DE LOS VIRUS.



Muestras frecuentes para estudio
virologico
Sangre total y suero.
Enjuagues bucales y gargarismos.

Heces.

Lesiones de piel y mucosas.

= Secreciones bronquiales.
L.C.R, orina, material de biopsiay

necropsia, etc.



Requisitas de una buena muestra para
ostudic vivalici

* Que ésta sea representativa del proceso
patoldgico que se investiga.

* Colectar la muestra en el momento
adecuado en gue estén presentes los
elementos que se pretenden buscar.
 Tomar la cantidad suficiente para realizar
un estudio completo

* Aplicar las medidas de asepsia para su
obtencion.



Conservacion vy transporte

*Colocar las muestras en refrigeracion
(4-8° C).

* NUNCA congelar las muestras de
sangre total ni de material de biopsia y/o
necropsia.

‘Rotular la muestra con datos suficientes
gue ayuden en la orientacion
diagnostica.




Métodos de laboratorio en el
diagnostico viroldqgico.

« Métodos directos:

» Cultivo e identificacion viral.

»Determinacion del dafno a células y
tejidos.

»Determinacidon de antigenos virales.

>»Meétodos Iindirectos:

»Determinacion de la respuesta inmune.



Alslamiento viral e
identificacion




Imagenes que ilustran los pasos
para el cultivo celular
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Crecimiento viral en cultivo celular.

., Como se identifica?

1.- Por la observacion de un efecto citopatico
de las céelulas (ECP).

v LIsiIs 0 necrosis (destruccion celular). Ej.
Picornavirus.

v Cuerpos de inclusion (intranucleares,
citoplasmicos o ambos). EjJ. Rabia.



v' Citomegalia (agrandamiento de la célula). Ej.
Citomegalovirus (CMV)

v Formacion de sincitios (células gigantes
multinucleadas) EJ. VSR

v" Vacuolizacion citoplasmica Ej. Espumavirus

v Agrupacion de grandes células redondas: Ej.
Adenovirus



Cultivo de células



Cultivo celular vero
con efecto citopatico
de adenovirus.

ECP: redondamiento, agrandamiento,
refringencia y agrupacion de células
Infectadas que semejan racimos de uvas



v  Redondeamiento uniforme y difuso de
las células. Ej. Virus herpes simple
(HSV).

Efecto citopatico generalizado produ
cido por herpes simplex.




Cultivo celular con
crecimiento de
citomegalovirus
(CMV). Aprecie la
citomegalia.
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También se identifica por:

2.Produccion de hemaglutinina

3.Transformacion morfoldgica por virus
oncogenos. Ej. HSV-2

4.Interferencia viral.

5.Inmortalizacion. Ej. EBV.



Otros métodos para la identificacion viral
directa:

*Fijacion del complemento (Fc).
*Neutralizacion (Nt).

Hemaglutinacion e inhibicion
de la hemaglutinacion (IH).

sInmunofluorescencia (IF).
Inmunoelectroforesis.

‘Ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA, RIA)







Metodos indirectos.
Determinacion de anticuerpos.

La deteccion de anticuerpos
especificos y sus titulos en
sueros (mMonosueros o sueros
pares), aporta informacion sobre
el tipo de infeccion y, muchas
veces sobre |a etapa en que se
encuentra.




Meéetodos para la determinacion de anticuerpos

|nmunofluorescencia.

F1jacion del complemento.
*Radioinmunoensayos.
*Neutralizacion

Inhibicion de la hemaglutinacion.
« Ensayos iInmunoenzimaticos

*\Western blot



Biologia molecular.
Diagnostico viroldgico.

Estudios de acido nucleico

v" Analisis de ADN o ARN con enzimas de
restriccion. (ER).

v'Hibridacién de acidos nucleicos con
cualqguiera de sus variantes (in situ, en
soporte solido y soporte liquido)

v PCR (amplificacion de fragmentos
gendmicos).

v'Secuenciacion de acidos nucleicos.



Meéetodos de diagnostico
rapido.

1. Observacion directa del virus mediante
microscopia electronica.

2. Observacion directa de dano citologico
mediante microscopia optica.



Diagnostico rapido.
Continuacion.

3.- Métodos de deteccion de
antigenos virales:

v'  Inmunofluorescencia directa
v' Inmunoperoxidasa

v Inmunoensayos de fase
solida
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Diagndstico rapido.
Continuacion.

4.- Tiras reactivas, detecta
anticuerpos especificos con facil
Interpretacion.

5.- Métodos para detectar acidos
nucleicos virales (PCR e
hibridacion). Diagnostico rapido y
efectivo.



Hemos expuestos, de forma general, los
metodos mas utilizados para el diagnostico
Virologico.

Esperamos les haya sido util para la
aplicacion futura en el desempeno
de su carrera.



Como debes presentar tus
resultados

Confecciona un informe donde menciones las
principales muestras utilizadas para el
diagnadstico virologico.

Resume las principales pruebas que pueden
ser utilizadas para el diagnostico de los virus.

‘Investigue ejemplos de enfermedades
Infecciosas que pueden ser diagnosticadas a
través de las téecnicas estudiadas no
mencionadas en clase.



