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DEFINICION DE VIRUS

= (Os virus son entidades infecciosas microscopicas que so poden

multiplicarse dentro das células doutros organismos.

T

= Para a sua replicacion necesitan a maquinaria enzimatica dunha
célula, posto que carecen de mecanismos propios para a
obtencion de enerxia e a sintese proteica: compdrtanse como

parasitos intracelulares obrigados.

0l s AN u.‘f‘ -g" ?ﬂ" 135
= Caracterizanse por presentar unha alta especificidade de Viriéns do Herpes simple. Microscopia
electrénica de transmisién. Fonte:

, https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10
hospede. 231
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ESTRUTURA DOS VIRUS

A estructura dos virus & moi simple: estan formados por unha molécula de dcido
nucleico ( xenoma ) recuberta por unha capside e poden presentar nalguns casos unha envoltura

externa.

O virus completo (acido nucleico + capside + envolta + glicoproteinas) denominase particula viral

ou virion.

Glucoproteina

A estrutura pode variar duns virus a outros, asi o0 xenoma

Genoma

pode ser ADN ou ARN, a forma da capside pode ser o
apsicde

icosaédrica ou helicoidal e poden presentar envoltura

Envoltura

externa ou non.

~ =
— =

Estrutura xeral dun virus.



ESTRUTURA DOS VIRUS

O xenoma dos virus esta formado por unha cadea de acido nucleico, que puede ser:
 ADN ou ARN.
« Monocatenario (ss, single-stranded) ou bicatenario (ds, double-stranded).

Xeralmente, o acido nucleico esta asociado con algunhas moléculas proteicas, que poden ter actividade
enzimatica ou intervir na estabilizacion do pregamento do acido nucleico.

O conxunto formado polo xenoma e as proteinas asociadas a €l denominase nucleo, nucleoproteina,

nucleoide ou core.



ESTRUTURA DOS VIRUS

Tratase dunha cuberta proteica que se compon de subunidades denominadas capsomeros, que se
ensamblan entre si mediante enlaces non covalentes.

O conxunto formado polo nucleo e a capside denominase nucleocapside.
As proteinas que forman a capside estan codificadas polo xenoma viral.

A forma da capside € un criterio de clasificacién viral.



ESTRUTURA DOS VIRUS

2.2 Capside

Forma icosaédrica

 Adoptan aspecto esférico, pero en realidade forman
unha estrutura icosaédrica (poliedro de 20 caras e 12
vértices) pola repeticion dunha Unica proteina. A forma
icosaédrica é a forma mais eficiente para crear unha
estrutura resistente a partir de multiples copias dunha
soa proteina. O feito de que se forme a partir da

repeticion dunha unica proteina tamén aforra espazo no

xenoma viral.

Adenovirus. Estrutura icosaédrica.
Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/lmage:Enteric Ade

noviruses.jpg
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ESTRUTURA DOS VIRUS

2.2 Capside

Forma helicoidal

* Adoptan aspecto cilindrico ou filamentoso.

* Os capsomeros dispofense 0 redor do acido nucleico.
* Os virions resultantes poden ser curtos e rixidos ou

%
longos e flexibles. iy

Estrutura helicoidal do virus do mosaico do

tabaco.
8



ESTRUTURA DOS VIRUS

2.2 Capside

Estruturas complexas que non se corresponden coa icosaédrica ou helicoidal

B Tabulos de Corpo Membrana
superfice lateral do nucleo
N

* Poxvirus: tefien unha estrutura complexa que

non se corresponde coa simetria icosaédrica

nin coa helicoidal. A superficie externa do X
Membrana

Envelope externa

viridn presenta crestas. E un virus envolto.

Cabeza

* Bacteriofagos (virus que infectan bacterias): m| I cuell

o 1 H
presentan unha capside icosaédrica e unha Cola

cola helicoidal, proteicas.

2D 3D

Estrutura dun bacteriéfago.



ESTRUTURA DOS VIRUS

Alguns virus ademais de capside ,poden presentar unha cuberta lipidica que rodea a
nucleocapside e que provén da célula que infectan, denominada envolta.

A miudo esta envolta pode presentar insertadas glicoproteinas, codificadas polo xenoma viral,
denominadas peplémeros, que poden ter funcidns bioldxicas variadas como accion neuraminidasa
ou hemaglutinina.

A envolta pode proporcionarlle 6 virus certas vantaxes, como maior facilidade para burlar o
sistema imnune do hospede, ou unha maior facilidade de adsorcion do virion as células hospede,
porque recofecen os receptores da envolta. Pola contra, a presenza de envolta fainos mais
susceptibles a accidon deterxentes que alteran os lipidos de membrana.

Os virus gue non presentan envolta denominanse virus nus.



REPLICACION DOS VIRUS

= QOsvirus precisan da maquinaria enzimatica dunha célula para poder replicarse.

= A replicacion consta de varias fases, con lixeiras modificacidons ou pasos intermedios, dependendo do
tipo de virus do que se trate. En xeral podemos falar das seguintes fases:

Adsorcidn: o virus recofiece os receptores de membrana da célula hdospede e Unese a eles.

Penetracion: penetra por un proceso de endocitose na célula hdspede.

Denudacion: eliminacién das cubertas proteicas (capside)e liberaciéon do material xenético no citoplasma
celular. O acido nucleico penetra no nucleo onde se vai replicar (xera novas copias) e transcribirse

(produce ARNm que sae 6 citoplasma para a sintese de proteinas virais da capside).

Ensamblaxe: as proteinas virais, os acidos nucleicos e nalglins casos enzimas virais, ensamblanse para
forma os novos virions.

Liberacion: cando os viridons 0s sair se rodean da membrana plasmatica celular da lugar ds virus envoltos.



REPLICACION DOS VIRUS

* Ciclo de replicacion litico: o virus penetra na célula

hospede e replicase de maneira inmediata, xerando
novos virions que O ser liberados provocan a lise
celular.

Ciclo de replicacion lisoxénico: neste caso as fases de
adsorcion, penetracion e deanudacion son similares 6
ciclo litico, pero a fase de replicacion é tardia, porque
o acido nucleico do virus intégrase no xenoma da
célula hdéspede e permanece ai latente, podendo
reactivarse e replicarse, ou tamén ser duplicado xunto
co ADN celular e ser transmitido as células fillas. A
estes virus que permanecen latentes denominaselle
virus atenuados ou profagos.
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Replicaciéon do VIH. Replicacidn lisoxénica.
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CLASIFICACION DOS VIRUS

» Existe un comité internacional de taxonomia de virus (ICTV, International Committee on Taxonomy
of Viruses), que se encarga de establecer unha clasificacion e nomenclatura estandarizada. A
clasificacion consta de ordes, familias, subfamilias, xéneros e especies.

» Existe outra clasificacidon que se denomina Método de Baltimore, que divide a todos os virus en sete
categorias en funcion do tipo de acido nucleico que tefien e unha ultima categoria que inclue
axentes subvirais como: viroides ou prions.

s viroides son moléculas / Os priorns son proteinas infecciosas patoxenas para\
LEMBRA: de ARN circular ndas, que animais. Poden  transmitirse  verticalmente  ou
infectan plantas. nhorizontalmente (entre individuos da mesma especie
ou incluso distinta especie). Unha das patoloxias mais
conecidas ¢ a enfermidade de Creutz-feldt-Jakob
uencefalopatfa esponxiforme) en humanos. /

13



CLASIFICACION DOS VIRUS

* Grupo |: virus ADN bicatenario (dsDNA)

* Grupo lI: virus ADN monocatenario (ssDNA)

* Grupo llI: virus ARN bicatenario (dsRNA)

* Grupo IV:virus ARN de sentido positivo ((+)ssRNA)

* Grupo V:virus ARN de sentido negativo ((-)ssRNA)

* Grupo VI: virus ARN de transcripcion reversa (ssRNA-RT)

* Grupo VII: virus ADN gue realizan transcripcion reversa (dsDNA-RT)

* Axentes subvirais: satélites, viroides e pridns.

14



CLASIFICACION DOS VIRUS

—> ADN bicatenario: as ARN polimerasas da célula forman o ARNm a partir do ADN virico. (Ex. : herpesvirus e poxvirus)

—> ADN monocatenario: As ADN polimerasas da célula forman un ADN bicatenario a partir da monocadea virica, e a partir deste
ADN bicatenario o ARNm. (Ex.: parvovirus)

—> ARN bicatenario: o seu nuicleo incltie unha ARN polimerasa dependente de ARN que forma ARNm a partir da hebra negativa
do ARN bicatenario. (Ex.: Reovirus)

— ARN monocatenario de sentido positivo ten a mesma secuencia de bases que o ARNm, o que signgcica que o ARN viral de sentido
positivo pode actuar como molde para traducirse directamente a proteinas. (Ex.: Coronarivus)

—> ARN monocatenario de sentido negativo ¢ comp lementario do ARNm, e po[o tanto debera ser transcrito primeiro a ARNm para
posteriormente ser traducido a protetnas. (Ex.: Rhabdovirus, Orthomixovirus)

—> ARN monocatenario retrotranscrito (ARNmc-RT): o seu nticleo incltie unha transcriptasa inversa (RT), que a partir de ARN
transcribe primeiro unha molécula de ADN e despois outra, para formar un ADN bicatenario, e a partir deste as enzimas
celulares sintetizan o ARNm. (Ex.: Retrovirus)

—> ADN bicatenario retrotranscrito (ADNbc-RT): as ARN polimerasas da célula sintetizan o ARNm a partir do ADN virico. Despois
o ARNm encapsalase e mediante unha transcriptasa inversa virica, transcribe primeiro unha molécula de ADN e despois a

outra, para formar una ADN bicatenario, que € o xenoma virico. (Ex.: hepadnavims)



VIRUS DE IMPORTANCIA CLINICA

Virus ADN
Adenoviridae Adenovirus
Hepadnaviridae \irus de la hepatitis B (VHE)
Desnudo
Papovaviridae Virus del papiloma humano (VPH)
Parvoviridae Parvovirus B19
Herpesvirus simple 1 (VHS-1)
Herpesvirus simple 2 (VHS-2)
Herpesvirus varicela-zéster (VVZ)
Herpesviridae
Envuelto \irus de Epstein-Barr (VEE)
Citomegalovirus (CMV)
Herpesvirus tipos 6y 7
Poxiviridae \irus de la viruela

Infecciones respiratorias
Hepatitis B
Verrugas en manos, pies o region anogenital
Eritemas en las mejillas en nifios y nifias
Herpes labial
Herpes genital
Varicela, herpes zéster
Mononucleosis infecciosa (enfermedad del beso)
Enfermedad citomegalica; Sindrome mononucledsico
Exantema subito
Viruela
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VIRUS DE IMPORTANCIA CLINICA

Caliciviridae

Hepeviridae

Desnudo

Picornaviridae

Reoviridae

Virus ARN
\Virus Norwalk
Virus Saporo
Virus de la hepatitis E (VHE)
Poliovirus
Virus Coxsackie
Rhinovirus
Aphthovirus
Virus de la hepatitis A (VHA)

Rotavirus

Gastroenteritis aguda
Gastroenteritis aguda
Hepatitis E
Poliomielitis
Fiebre aftosa humana
Catarro comun
Enfermedad boca-pie
Hepatitis A

Diarrea grave infantil
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VIRUS DE IMPORTANCIA CLINICA

Arenaviridae
Bunyaviridae
Coronaviridae

Deltaviridae

Filoviridae

Flaviviridae

Envuelto

Orthomyxoviridae

Paramyxoviridae

Pneumoviridae
Reoviridae

Retroviridae

Rhabdoviridae

Togaviridae

VIRUS ARN

Mammareanvirus
Hantavirus
Coronavirus (SARS-CoV-2)
Virus de la hepatitis D (WVHD)
Virus de Marburgo
Virus del Ebcla
Virus de la fiebre amarilla
Virus del Nilo occidental
Virus del dengue
Virus del Zika
Virus de la hepatitis C (WHC)
Virus de la influenza (A, B, C, D)
Morbillivirus
Virus de la parainfluenza
Wirus respiratorio sincitial (VRS)

Rotavirus

Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

Wirus de la rabia
Vesiculovirus
Virus chikungufia

Rubivirus

Virus de la fiebre de Lassa
Fiebre hemorragica viral
COovVID-19
Hepatitis D
Fiebre hemorragica
Ebola
Fiebre amarilla
Encefalitis del Milo
Dengue
Microcefalia durante la gestacion
Hepatitis C
Gripe
Sarampidn
Parotiditis (paperas)
Resfriado, principalmente en nifios y nifias de corta edad
Diarrea grave infantil
Sida
Rabia
Estomatitis vesicular
Chikungufia

Rubeala

18



TECNICAS DE IDENTIFICACION

Para a identificacion de virus preséntansenos dous problemas fundamentais:

» Son parasitos intracelulares obrigados: polo tanto sé se
replican dentro das células que infectan. Non podemos
cultivalos en medios de cultivo convencionais como os utilizados
para as bacterias, sendn que temos que recorrer a cultivos en
linas celulares, que son costosas de manter e para o cal se
require experiencia.

» Tamafo: non forman colonias que poidamos observar a simple
vista, e o seu tamano (da orde de nm), salvo algunha excepcion,
non é compatible coa utilizacidn de microscopia dptica. E
necesario utilizar microscopia electronica para poder velos.

Virus do ébola. Virus filamentoso de simetria
helicoidal, envolto. Microscopia electrénica de
transmision. Fonte:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10815

19
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TECNICAS DE IDENTIFICACION

A peticion de andlise debe indicar o tipo de mostra e a sospeita clinica do virus en estudo. Asi como
tamén, a advertencia da posibilidade da presenza de axentes perigosos para o persoal do
laboratorio, se é o caso.

As mostras deben recollerse nas primeiras 48-72 horas da infeccion, que € cando se rexistra unha
concentracidon mais alta de virus que dinda non se uniron a anticorpos.

As mostras deben transportarse refrixeradas O laboratorio e ser procesadas nas 12-24 horas
postrecollida. A mostra debe manterse refrixerada a 42C ata o seu procesamento, pero no caso de
non poder ser procesada pode manterse conxelada a -202C durante 5 dias, e se é necesario
conservar durante mais tempo conxelarase a -702C.

Dependendo do tipo de mostra pode ir incluida nun medio de transporte que contén proteinas que
estabilizan o virus, axentes antimicrobianos que impiden a proliferacion de bacterias e fungos, e

solucion amortiguadora de pH.
20



TECNICAS DE IDENTIFICACION

6.1 Recollida e transporte das mostras

Tipo de muestra

Heces

Fluidos o
secreciones

Hisopado o
cepillado

Sangre

Tipo envase Cantidad / transporte

Al menos 4 g de muestra.
Frasco estéril o limpio.

Mantener a 4 °C hasta llegar al laboratorio.

Muestiras respiratorias: con medio de

transporte viral.
Material usado en la obtencién: jeringa (LCR) o sonda (aspirado

. LCR, orina o leche materna: sin medio de
nasofaringeo o tragueal).

transporie.
Mantener a 4 °C hasta llegar al laboratorio.

Si se requiere aislamiento viral: con medio

Cepillo flexible. de transporte viral.

Mantener a 4 °C hasta llegar al laboratorio.

Tubo sin anticoagulante (tapdn rojo) para pruebas en suero. Entre 5y 10 mlen personas adultas.

Tubo con anticoagulante (tapén lila) para pruebas en sangre No agitar para evitar la hemélisis.

otal o plasma. Mantener a 4 °C hasta llegar al laboratorio.
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TECNICAS DE IDENTIFICACION

Cada laboratorio establecera os protocolos de diagndstico, cos tipos de cultivos celulares a
empregar e as probas diagnosticas a realizar, en funcidon do tipo de mostra e virus sospeitado.

No procesamento das mostras débense adoptar as medidas de bioseguridade que correspondan 6
nivel de risco do axente virico.

As mostras manipularanse en cabina de bioseguridade, e evitarase abrir duas mostras distintas 6
mesmo tempo, para evitar contaminacidns cruzadas por aerosois ou derrames.

O virus do VIH ou o da febre amarela require nivel de bioseguridade lll, por exemplo, mentes que o

virus do ébola, virus Marburgo ou o da febre de Lassa requiren laboratorios de seguridade de nivel
V.



TECNICAS DE IDENTIFICACION

6.3 Cultivo celular

= O cultivo de virus pode realizarse sobre modelos animais de ‘
laboratorio, sempre coa autorizacion do comité ético de 1 b
experimentacion animal ou sobre cultivos celulares mantidos ' ——
in vitro. - T r—

= (s cultivos celulares manténense viables en medios nutritivos

liguidos que permiten a viabilidade e multiplicacion das ™

, Frascos con medio de cultivo para cultivo celular.
células, en frasco ou en tubo.
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TECNICAS DE IDENTIFICACION

Os cultivos celulares poden ser de dous tipos:

* Cultivos celulares primarios: son células obtidas directamente da trituracion de ril ou
pulmén de animais. Estas células inoculanse no caldo de cultivo nutritivo e mantéfiense
viables varios dias. Non se poden multiplicar no cultivo.

* Lina celular: son células obtidas por procedementos similares 6s cultivos primarios pero que
tefen capacidade para multiplicarse. Hai dous tipos de linas celulares:

- Lifas celulares continuas: poden multiplicarse indefinidamente. Suelen obterse
de células neoplasicas humanas como de cancro de pulmén, larinxe ou cérvix
uterino.

- Lifas celulares semicontinuas: permanecen éptimas durante 40-70 pases.



TECNICAS DE IDENTIFICACION

Cultivo celular artificial Origen y caracteristicas Virus que se replican
Virus del sarampién

Influenzavirus

Cultivo primario RMK Rifion mono Rhesus
Parainfluenzavirus
Virus respiratorio sincitial
Adenaovirus
Fibrablastos de pulman Citomegalovirus
Semicontinuas MRC5
embrionario humano Herpesvirus
Rinovirus
-~ L . .
Linas celulares utilizadas T
frecuente ente HEP-2 Carcinoma laringe humano Virus respiratorio sincitial
Enterovirus
Lineas
MDCK Diploide de rifién canino Influenzavirus
celulares
Parainfluenzavirus
Vero Rifian mono verde africano
Continuas Virus de la rubeola
Adenovirus
Hela Carcinoma cervical humano
Rinovirus
Enterovirus
RD Rabdomigesarcoma humano Hespesvirus

Adenovirus



TECNICAS DE IDENTIFICACION 5o dedos inis mmdon nocures diactamints o :

As mostras de liquidos estériles poden inocularse directamente nos |
| - medios de cultivo celulares, mentes que as mostras que proceden cIe
| zonas con microbiota comensal, suelen tratarse con antlhacterlanus

. o antifanxicos antes da inoculacian. :
Efecto citopatico L L L L L e e D e e e e e e m = |

= QOs virus en cultivo non forman colonias visibles como as bacterias, e non poden verse con
microscopia optica. A deteccidon da presenza de virus basase na observacion dos efectos que
producen sobre as células do cultivo celular. Estes cambios que exercen sobre o cultivo celular
denominase efecto citopatico.

Efecto citopatico: conxunto de cambios visibles 6 microscopio dptico, que o ciclo de replicacion viral
produce nas células hospedadoras do cultivo.

= QO efecto citopatico implica cambios na morfoloxia da célula hospedadora, que poden consistir
en: redondeamento, dexeneracion, presenza de corpusculos, fusion celular, incorporacion de
antixenos a membrana plasmatica ou morte celular por autolise.

= O tipo de lifa celular sobre a que se replica o virus (especificidade) e o efecto citopatico que
produce, poden ser criterios suficientes para unha identificacidon definitiva do virus. e



TECNICAS DE IDENTIFICACION

Titulacidn da carga viral

A titulacion viral, consiste na estimacion do numero de particulas virais ou unidades infecciosas por
unidade de volume, presentes nunha mostra.

A técnica mais amplamente utilizada para a titulacion viral € o ensaio en placa, que consiste en cultivos
celulares que se inoculan con dilucidons seriadas da mostra, e tras un periodo de incubacion de 2-3 horas
cubrese a monocapa cun medio semisolido para impedir que as novas particulas virais poidan migrar ou
difundir a través do medio. O cabo de 2-3 ciclos de replicacidn viral, poderan observarse placas de lise 6
redor de cada célula infectada inicialmente. Cada placa de lise representa unha unidade formadora de
placa (UFP). As células non infectadas tinguense para poder detectar facilmente as placas de lise. Os

resultados exprésanse como UFP/ml.



TECNICAS DE IDENTIFICACION

6.3 Cultivo celular

Titulacidn da carga viral

Esquema do procedemento
para a titulacion da carga
viral: ensaio en placa.

Number of plaques/dish 12 15
Average number of plaques/mL 12X 10

0.1mL OimL O1mL O1mL O01mL 0.1 mL

/’\/\/\/\/\/'—\

0.9 mL ' i

medium

Virus stock 10 10°

(2 \

1

Virus titer (pfu/mL) 12X10x10°=12x10
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TECNICAS DE IDENTIFICACION

Pénsase que a centrifugacidn a baixa velocidade, provoca
traumatismos menores na superficie celular, o que

. _ facilitaria a adherencia e penetracidn do virus na célula.
Cultivo celular acelerado en Shell vial

= O cultivo celular acelerado en Shell vial, € unha variante do cultivo celular convencional que permite
detectar os virus con maior rapidez, mellorando a adherencia e penetracion do virus nas células
hospede.

= O cultivo en Shell vial consiste nun cultivo en tubos-ampolla de fondo plano, no que se coloca un
cubreobxetos redondo no fondo, cubrese con medio de cultivo, e sobre o cubreobxetos
desarrollarase unha monocapa de células hdspede (hai dispofiibles comercialmente, tubos Shell vial
coas monocapas de células xa crecidas).

= Estes tubos Shell vial son inoculados co virus en estudo, soméntense a centrifugacion a baixa
velocidade para favorecer a adherencia e penetracion do virus, e incubanse a 352C. Tras 24 e 48
horas postincubacion engadense anticorpos monoclonais especificos marcados con fluoresceina
para detectar os antixenos virais.
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TEEN'EAS []E |[]EN'|‘|F|EAE“jN Necesitamos un Shell vial para cada virus. No caso de coinfeccions

por varios virus, podemos utiliza un
6.3 Cultivo celular

Cultivo celular acelerado en Shell vial

A
P -
. CTentrifuge to ad
oy Centnihuge to advance
- Inocelation moculation
P
\
-
Tuob ' )
26410 7
)m’s Rt 4 Incubation
v ' % ey Stained :with ZTIC- marked
_ g.'\ ' e monoclcnal antibody
s B examanation
Tubos con cubreobxetos con monocapa celular no fondo, T o
sumerxidos en medio de cultivo e inoculados co virus. = - ’
Mostra en porta marcada con fluoresceina, lista para A
observacion. >

Esquema do procedemento para o cultivo celular en Shell vial.



TECNICAS DE IDENTIFICACION

Cultivo celular acelerado en Shell vial

» Vantaxes do método:

 Permite identificar a maioria dos virus que medran en cultivos celulares convencionais, en
tempos de 24 a 48 horas, e resulta especialmente util para aqueles que requiren de longos
periodos de incubacion para producir efectos citopaticos. Utilizase para virus como:

- Citomegalovirus (CMV)

- Virus varicela-zoster (VZV)

- Virus do herpes simple (VHS)

- Adenovirus

- Virus dainfluenza AeB

- Virus parainfluenza 1,2,3

- Virus respiratorio sincitial (VSR)



TECNICAS DE IDENTIFICACION

Cultivo celular acelerado en Shell vial

» Limitacions do método:

* SO se pode identificar un tipo de virus por vial. Por exemplo unha mostra que se sospeite que
poida conter influenza A e B, ou adenovirus, necesitaria ser inoculada con tres conxugados
especificos de virus separados. Esta limitacion pode superarse mediante o uso de anticorpos
combinados, seguido de tincion con conxugados de anticorpos individuais, no caso de resultar

positivos na proba de anticorpos combinados anterior.
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Ainda que o tamafio dos virus limita o uso da microscopia 6ptica para o seu diagnodstico, no caso
dalguns herpesvirus é posible o diagndstico mediante exame directo de frotis citoldxicos tinguidos
con Giemsa.

Hai oito tipos de herpes que infectan humanos, e ainda que dependendo do tipo de herpes o cadro
clinico que provocan é moi diferente, tefien en comun que provocan unha infeccién inicial e que
despois permanecen en estado latente, podendo reactivarse en calguera momento.

Os herpes virus simple tipo 1 e 2 e o virus varicela — zoster (herpes tipo 3) poden identificarse
mediante exame directo de lesidns cutaneas. Esta proba denominase test de Tzanck.

O testo de Tzanck é unha proba sinxela e rapida moi utilizada en clinica, porque non require de
medios ou técnicas complexas.
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6.4 Microscopia oOptica

Test de Tzanck

1. Témase unha mostra do liquido das vesiculas ou faise un
frotis das lesions ulcero-costrosas.

2. Fixase a mostra no portaobxetos.

3. Tinguese con Giemsa ou Azul de toluidina.

4. Obsérvase 6 microscopio Optico para ver se hai efecto

4 B ne ey B 2 o

PR AT WS 8
Imaxes superiores: Procedemento Test de Tzanck. Imaxes
inferiores: Célula xigante multinucleada con inclusiéns

nucleares.

citopatico.

Se o test € positivo observaranse células xigantes multinucleadas con inclusions intranucleares
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= En viroloxia a técnica de microscopia por excelencia é
a inmunofluorescencia, directa ou indirecta. A
inmunofluorescencia directa é mais rapida e
especifica mentes que a indirecta é mais sensible,
polo que esta ultima estara indicada cando se

sospeita dunha carga viral baixa na mostra.

Virus influenza A. Inmunofluorescencia indirecta
positiva.
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6.6 Microscopia electronica

= A microscopia electrénica permite estudar a estrutura e e i e el ot oo i
ARN negativo de cadena simple

tamano das particulas viricas. Wy

= Non é unha practica que se aplique de forma rutinaria nun
laboratorio de microbioloxia clinica, ainda que si resulta
util para a deteccién de virus que medran mal en cultivo
celular, como o do sarampelo, por exemplo.

= Unha das practicas mais utilizadas en microscopia
electronica é a tincion negativa, onde se mezcla unha & SRt
suspension do virus cunha sustancia electrodensa que ;;?;P;m""’,uppwdew
rodea o contorno e cubre a superficie do virus, de maneira e sran s vany s ce . ero, oo, oz g o2 000 Gentrs o Diease coni
que cun microscopio electronico de transmision Fonte: https://www.medicinabuenosaires.com/indices-de-
conseguimos unha imaxe en negativo dos virus. 2020/volumen-80-ano-2020-no-2-indice/sarampion/
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» Seroloxia: deteccidon de anticorpos IgM ou IgG fronte a antixenos virais especificos no soro
sanguineo do paciente.

« Reaccion de fixacion do complemento. E unha técnica complexa e laboriosa. Basase na
competencia polo complemento presente no soro, entre os complexos antixeno viral-
anticorpo e complexos antixeno-anticorpo engadidos.

* Inhibicion da hemaglutinacion. Basase en observar a perda da capacidade hemaglutinante
do virus cando se forman os complexos antixeno viral-anticorpo.

* Reaccion de neutralizacion. Basase na perda da capacidade infectiva dun virus 6 producirse a
unidén co anticorpo especifico. Avaliase inoculando un cultivo celular co complexo antixeno-
anticorpo e observando os efectos sobres as células hdspede.
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» Técnica de ELISA (enzimoinumoensaio). Basase na
fixacion de anticorpos especificos para un determinado
virus sobre unha matriz, 3 que se lle engade o soro do
paciente. Se o virus esta presente, formaranse os
complexos antixeno viral-anticorpo. Engadese a
continuacion un segundo anticorpo unido a unha
enzima (normalmente peroxidasa de rabano ou

Los pocillos son Se agrega la El anticuerpo La deteccién

fosfatasa alcalina), que recofiecera o complexo antixeno ! Tealberie o 2 g“nt%jﬁgasgjége 9 dedotecciin 4 indreciay a
. . ’ . . . | anticuerpo de anticuerpo ae une al analito enzimatica son
viral-anticorpo. Efectlanse varios lavados, para eliminar captura. . captura, il e
. . , S al analito.
0os anticorpos non unidos, e engadese por ultimo o
sustrato para a enzima que dard unha reaccidn Deteccidn do virus HIV mediante ELISA sandwich

coloreada visible a simple vista.

E habitual o uso desta técnica na detecciéon do virus respiratorio sincitial, rotavirus, virus da hepatite A
e B, virus Norwalk, adenovirus, parainfluenza e influenza.
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Inmunocromatografia. Basase na deteccion de antixeno viral
como consecuencia da sua unidon a un anticorpo especifico
fixado sobre unha membrana de nitrocelulosa incluida nunha
camara de reaccion portatil. Estas probas estan disponibles para
a deteccion do VIH, herpes simple, virus da gripe, coronavirus,
virus respiratorio sincitial, etc.

Western blot. Basase na deteccion de anticorpos antivirais no
soro do paciente. Utilizase unha membrana de nitrocelulosa con
proteinas virais fixadas que se incuba co soro do paciente. O
revelado da proba faise engadindo un segundo anticorpo
antiinmunoglobulina unido a unha enzima, e afadindo un
sustrato cromoxeno.
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Test para a deteccion do Covid-19.
Inmunocromatografia

Western Blot - Definicion, Principios, Procedimiento, Resultados y aplicaciones
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= Consisten na deteccidon do ADN ou ARN viral.

= Tenen unha gran especificidade, sensibilidade e reproducibilidade, sen embargo non poden avaliar
a viabilidade e infectividade do virus, para o que segue sendo necesario o illamento e cultivo.

» PCR (reaccidon en cadea da polimerasa). Muy utilizada en calquera das suas variantes (PCR, PCR a
tempo real, PCR anidada, PCR multiplex). Cando o virus é un virus ARN, a reaccion de
amplificacion debe ir precedida dunha transcripcion reversa para pasar o ARN a ADN.

» Microarrays ou biochips. Utilizanse sondas especificas inmobilizadas sobre unha superficie, que se
incuba co material xenético a analizar. Tefien a vantaxe de que se poden inmovilizar sobre o
soporte un elevado numero de dianas que poden detectar diferentes virus nun mesmo ensaio.
Moi util na tipificacion de virus gripais.
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7.1 Virus da hepatite

Tratase de diferentes virus que pertencen a diferentes familias. Todos son de simetria icosaédrica e

todos son virus ARN, excepto o virus da hepatite B que € un virus ADN.

Enfermedad Virus Familia Dlan_1etro Acido nucleico Capside S
aproximado externa
Hepatitis A VHA  Picornaviridae 65 nm ARN Monocatenario Icosaédrica No
positivo
Hepatitis B VHB  Hepadnaviridae 42 nm ADN E.a rcaalmgnte lcosaédrica Si
Icatenario
Hepatitis C VHC  Flaviviridae 34 nm ARN || Monocatcaano lcosaédrica Si
positivo
Hepatitis D VHD  Deltaviridae 36 nm ARN Monop el lcosaédrica Si*
negativo
Hepatitis E VHE  Hepeviridae 27 nm ARN ngos?t?fstena”O lcosaédrica No

* Corresponde & envoltura do virus da hepatite B (require da coinfeccidon con este virus para o seu desarrollo)
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o Diagnéstico.

= Diagndstico seroloxico: deteccidon de anticorpos IgG e IgM.

= A deteccion de IgM indica que a infeccidn é reciente, pois estas inmunoglobulinas caracterizanse
por ser de rapida aparicion e curta duracion.

= A deteccion de IgG, indica infeccion antiga. Aparecen antes dos primeiros sintomas e persisten por
tempo indefinido. En ausencia de IgM indican que a persoa sufriu unha infeccion no pasado.
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O virus da inmunodeficiencia humana (VIH) é un retrovirus, presenta gran diversidade xenética e
un xenoma moi complexo.

Ciclo complexo, con duas fases: virion infectante (ARN) e provirus (ADN). A fase de provirus, de
integracion no ADN da célula, permitelle prolongados periodos de tempo asintomaticos (de
latencia) a pesar dunha viremia persistente.

Replicase mediante unha transcriptasa inversa (IT), mediante un mecanismo inverso 6 habitual nos
virus ARN.

As células hospede son os linfocitos CD4+, os macrofagos, células nerviosas da microglia e células
dendriticas en mucosas (células de Langerhans).

Existen dous tipos de VIH, o VIH-1 e o VIH-2. O VIH-1 é o mais virulento e infeccioso, e o causante
da maioria de infeccions por VIH. O VIH-2 é menos infeccioso e esta confinado case exclusivamente
en Africa occidental. 43
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7.2 Virus do SIDA Capside viral

Estd compuesta por una Gnica proteina
llamada p24 capaz de formar hexameros
y pentdmeros y todos ellos configuran
una capside domo-conica. Los pentame-
ros se situan en los vértices.

o Estrutura.

/ Envoltura lipidica
¢ / ! il Proteina de fusion gp120

Matriz viral ; ~ . ) _ SR 4 Proteina de fusién
oteina de |a matriz p17 SIS N . Fam ) gp41

= Envoltura externa: bicapa lipidica con espiculas
formadas por glucoproteinas na sua cara externa
(proteinas gp120 e gp41l).

= Matriz viral: formada pola proteina p17, protexe a
capside e Unese a bicapa lipidica.

= Capside: de simetria icosaédrica, formada pola
proteina p24.

U ¥, . CDs5
» E '3 Clertas proteinas presentes
? en los linfocitos T se
't / encuentran también en la
{ 3 " membrana del virus.

= Nucleo: consta de duas moléculas de ARN Y ./1 ﬁ AN
monocatenario. Posee unha transcriptasa inversa rcetors prsnes \pmefnademngpm/gw

en los linfocitos T que
utiliza el virus como El trimero formado por gp120/gp40 reconoce y se une al receptor CD4

gue transcribe o ARN a ADN e unha integrasa que A e B o e e
lle permite integrarse no ADN da célula hospede. '

@ ~120nm

Genoma ~ 10,000 nucleétidos.

Dos coplas de ARN de hebra simple con 9 genes que codifican 15 proteinas.

Como retrovirus posee una transcriptasa inversa que transcribe el genoma de ARN a ADN, posteriormente la
integrasa inserta la copia en el genoma de la célula infectada. El virus queda asi latente hasta la sefal de
replicacién. Donde fabricard las proteinas y copias del genoma necesarias para crear huevos viriones infectivos,
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o Ciclo infectivo.

1. Acoplamento e fusion. A envoltura externa do viridon Unese 0s
receptores da célula diana e activa proteinas que fan que as duas
membranas se fusionen. Tras a fusion o VIH libera o ARN no citoplasma
da célula.

2. Transcripcion inversa. Grazas a transcriptasa inversa o ARN pasa a ADN
de dobre cadea, formando o ADN proviral ou provirus.

3. Integracion. O ADN proviral penetra no nucleo e grazas as integrasas,
intégrase no ADN da célula.

4. Transcripcion e traducion. Cando a célula sintetiza novas proteinas
tamén sintetiza novas copias do VIH. O material xenético transcribese a
ARNm, que atravesa a membrana nuclear e dirixese 6 citoplasma onde
se traduce o ARNm e se forman longas cadeas de proteinas viricas.

5. Ensamblaxe. As cadeas de proteinas viricas dividense e ensamblanse
para formar novas particulas viricas.

6. Xemacion. O virus atravesa a membrana plasmatica e leva parte désta
que sera a sua envoltura externa. O viridn esta preparado para infectar Ciclo infectivo do VIH
outras células. 45




DIAGNOSTICO DE ENFERMIDADES VIRICAS FRECUENTES

A proba de confirmacion mais rapida que hai a dia de
hoxe & a PCR. Non hai ningunha proba que permita o

o Diagnéstico. diagnastico inmediato postinfeccian.

* Probas rapidas:
- Resultados en 30 minutos.
- Basanse na deteccion de anticorpos fronte 6 VIH.
- Mostra utilizada: gota de sangue por puncion capilar ou mostra de secrecion bucal.
- Fiable despois do periodo de venta, de 23 a 90 dias postinfeccion.
- Necesita proba de confirmacion (Western blot).

Tabla 3. Pruebas rapidas para la deteccion de anticuerpos frente al VIH.

Técnica Antigeno

Dot-EIA 1 generacién Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2 en un Unico spot

Dot-EIA 2% generacion Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1, VIH-2 y VIH-1"0O" en "spots” diferenciados para
VIH-1y VIH-2

Latex/Aglutinacién pasiva Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1, VIH-2 y VIH-1"0O"

Inmunocromatografia capilar Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1, VIH-2 y VIH-1"O"

Fonte: https://www.seimc.org/contenidos/ccs/revisionestematicas/serologia/vihrev.pdf
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7.2 Virus do SIDA - EIA: enzimoinmunoanalise.

|
ELFA enzyme-linked fluorescent assay.
* Deteccion de antixeno-anticorpos: ~  Ermrmrmrmemrmemrmememe—s

- Basanse na detecction de anticorpos fronte 6 VIH (VIH-1 e VIH-2) pero tamén na deteccion do antixeno
viral p24. Os antixenos pddense detectar antes que os anticorpos, e isto reduce o periodo de venta para
detectar a infeccion.

- Se a mostra é de sangue capilar o periodo de venta esta entre os 18 e os 90 dias, se a mostra de sangue é
venosa o periodo de venta reducese a 18-45 dias.

- Necesita proba de confirmaciéon (Western blot).

Tabla 2. Antigenos empleados en las pruebas de deteccion primaria de anticuerpos frente al VIH.

Técnica Antigeno

EIA 12 generacion Lisado viral VIH-1

EIA 22 generacion Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2

EIA/ELFA 3? generacion Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2 y antigeno VIH-1 del grupo O (outlayer
o marginal)

# EIA/ELFA 42 generacion Péptidos recombinantes/sintéticos de VIH-1 y VIH-2 y VIH-1 "O", y anticuerpos para

detectar el antigeno p24

Fonte: https://www.seimc.org/contenidos/ccs/revisionestematicas/serologia/vihrev.pdf
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* Probas de confirmacion: Western blot (WB)

- O WB é o estandar de confirmacion da presenza de anticorpos fronte 6 VIH.

- O WB contén antixenos do VIH, algunhas das suas proteinas precursoras e antixenos de orixe celular.
Existen sistemas de WB que incorporan nun extremo da tira un péptido sintético especifico para VIH-2
(gp36).

- Posto que o WB tamén incorpora proteinas da célula hdspede, poderia darse reactividade con estas

proteinas, por eso é necesario que a lectura do WB a faga unha persoa experimentada.

Tabla 4. Criterios de positividad de la prueba western-blot

Criterio Reactividad frente a:

OMS Dos glucoproteinas cualquiera de: gp160, gp120, gp41

Fonte: https://www.seimc.org/contenidos/ccs/revisionestematicas/serologia/vihrev.pdf
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Dentro das enfermedades viricas emerxentes atopamos:

* Gripe aviar: axente causal virus influenza H5N1 (familia Orthomyxovirus).

* Febre hemorraxica de Marburgo: axente causal virus de Marburgo (EVM) (familia Filoviridae).

* Ebola: axente causal Zaire-ébola-virus (EBOV) (familia Filoviridae).

* Febre hemorraxica Crimea-Congo: axente causal virus da febre hemorraxica Crimea-congo
(Nairovirus, familia Bunyaviridade).

e Covid-19: axente causal SARS-CoV-2 (familia Coronaviridae).
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