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Excmo. Sr. D. Benito Mateos-Nevado,

[Imos. Sres., Colegas, Sefioras y Sefiores:

Cuando, en pasadas fechas, el Jefe de la Seccion Técnica de este Ilustre
Colegio me invité como conferenciante a estas magnificas sesiones cienti-
ficas, no dudé en proponerle temas relacionados con la ciencia virologica
-con la virologfa- por su indudable interés y actualidad como bien avalan
las razones siguientes:

a) El posible papel de los virus en la génesis de los procesos cance-
10508 humanos, ya demostrado en numerosos tumores animales -papi-
lomas, poliomas, fibromas, sarcomas y procesos leucoticos- y en vias de
esclarecerse en las afecciones oncdgenas del hombre. En este sentido, la
teoria viral del cancer ha adquirido especial interés con la aparicién de la
biologia molecular, de la citogenética y del concepto de virus como fuente
de dcidos nucleicos capaces de transmitir a la ¢élula una nueva informa-
cién genética.

b) El importante material que representan algunos virus —bacteriofa-
gos- por su facil manejo:

- En el estudio de los mecanismos de accién patégena de los virus
animales. Con ellos es posible analizar las distintas fases de la
infeccion celular, desde la adhesion y penetracion del virus en la
célula, hasta la replicacién de su dcido nucleico y posterior libe-
racién de los viriones neoformados.

- Diferenciando especies bacterianas, mediante fenémenos de liso-
tipia, que tanto ayudan en la tipificacion de brucelas, estafiloco-
cos, enterobacteriaceas, etc.
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- Explicando problemas genéticos a nivel celular, dado su parasi-
tismo obligado en la célula viva. En este aspecto, la virologia se
ha convertido en una rama de la genética celular.

c) En fitopatologia, produciendo en las plantas afecciones generaliza-
das o lesiones locales en hojas u otras estructuras.

En fin, sefiores, centralizando mds nuestro tema, un gran nimero de
enfermedades infecciosas tienen etiologia virica. Su importancia médico-
econdmica creo que estd en el danimo de todos. Recordemos, entre ellas:

- Afecciones caracterizadas por lesiones de tipo exantemadtico,
como fiebre aftosa, viruelas de mamiferos y aves, exantema vesi-
cular del cerdo, etc.

- Afecciones de las vias respiratorias. Desde enfriamientos bana-
les hasta influenzas, neumonias viricas de curso grave y laringo-
traqueitis.

- Cuadros septicémicos, de gran importancia econdmica, como
pestes del cerdo, peste bovina, peste equina, enfermedad de
Newcastle, etc.

- Afecciones del SNC como la rabia, pseudorrabia, encefalitis equi-
nas americanas, etc.

En resumen, el desarrollo considerable de la virologia ha supuesto
nuevos e importantes conocimientos sobre la aparicién, extensién, evo-
lucién, profilaxis y espectro patégeno de las enfermedades a virus del
hombre vy de los animales, lo que obliga a una constante revision de sus
métodos de diagnostico.

Por todas estas consideraciones, creo plenamente justificado el pre-
sente titulo de esta conferencia que ya, de principio, debemos desglosar
en dos aspectos fundamentales: en primer lugar, el diagnéstico directo,
que nos conduce a la identificaciéon de un virus; y en segundo lugar, el
diagndstico indirecto que nos demostrard la presencia y nivel orgdnico de
anticuerpos especificos. Por consiguiente, ambos métodos forman los dos
pilares bdsicos del diagndstico viroldgico.

Pero, el diagnéstico virolégico comienza con un estudio detenido del
cuadro clinico y, si es posible, del anatomopatolégico. Asi pues, s6lo un
enfoque correcto de estos dos aspectos a los que se une un conocimiento
suficiente de la patogenia de las virosis, permiten que el laboratorio pue-
da desarrollar sus posibilidades actuales.
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De aquf se deduce que el estudio laboratorial debe dirigirse a un virus
o grupo de virus entre los que, de acuerdo con la clinica, puede estar el
agente patogeno del cuadro que presente el sujeto objeto de diagnéstico.

Por ello, el envio de muestras al laboratorio virolégico ha de cumplir
los requisitos que, esquemdticamente, exponemos:

- Acompafiar una nota en la que se refleje el perfodo de incubacién,
cronologia y estudio clinico de la enfermedad.

- Conocimiento de la patogenia, para recoger la muestra en el mo-
mento mas adecuado.

- Envio rdpido y conservacion correcta, en la que debe tenerse en
cuenta temperatura, pH y humedad. Las soluciones salinas equi-
libradas -Hanks, Earle, Tyrode, PBS- adicionadas de antibidticos
tienen aqui una gran aplicacion.

Con estos fundamentos, veamos a continuacién los métodos de diag-
ndstico que ofrecen mds novedad e interés.

DIAGNOSTICO DIRECTO

Este proceso nos conduce al aislamiento e identificacion de un virus
y, en casos contados, a su observacién microscopica directa a partir de
improntas o cortes histolégicos de las muestras objeto de estudio. Para
mayor claridad de exposicion, lo dividimos de la forma siguiente:

1. Técnicas Microscopicas Directas

Con el microscopio dptico -previa coloracién de improntas o cortes-
es posible poner de manifiesto cuerpos de inclusion, citoplasméticos o
nucleares, especificos de algunas virosis que se interpretan a partir de Ha-
agen (1939) como lesiones de tipo reaccional de la célula frente al virus.
Descritos por vez primera en el molluscum contagiosum por Henderson
(1841) y, posteriormente, bien estudiados por Cowdry (1934), representan
una gran ayuda para el diagnéstico rdpido de ciertas enfermedades vi-
rdsicas. Asi, son conocidas por todos ustedes las inclusiones de Bollinger
-en células epidérmicas- en la viruela aviar; las de Lentz -en linfocitos y
conjuntiva- en la enfermedad de Carré; los cuerpos de Negri -en células
piramidales del asta de Ammon- en la rabia; los cuerpos de Joest-Degen
-en células ganglionares del hipocampo mayor- en la enfermedad de Bor-
na; las inclusiones de Seifried -en el epitelio de la mucosa respiratoria- en
la laringotraqueitis aviar, etc.
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- Con el microscopio ultravioleta, a partir de los estudios de Coons
(1942), marcando los anticuerpos especificos con fluorocromos del tipo
del isotiocianato de fluoresceina -sintetizado por Riggs en 1957, se consi-
gue la identificacion rdpida y directa de un gran ntimero de virus.

En el campo veterinario, es hoy préctica diaria del laboratorio viro-
légico el diagndstico de la rabia por inmunofluorescencia directa o la di-
ferenciacion de los virus pestosos del cerdo, lo que ha supuesto un gran
paso en la lucha contra estas importantes virosis.

- Con las limitaciones que suponen su carestia, la microscopia electré-
nica tiene también gran interés como método de diagnodstico. Mediante la
técnica de tincién negativa con el dcido fosfotiingstico, introducida por
Horne y col. en 1959, es posible, con gran rapidez, diagnosticar -a partir
de lesiones- infecciones por papovavirus, herpesvirus y poxvirus, ade-
mds de ser un método muy ttil en el estudio de muchos virus después de
inocularlos a substratos celulares mantenidos en cultivo.

2. Aislamiento

Dada la reproduccién exclusivamente intracelular de los virus -por su
parasitismo obligado- solo tres sistemas pueden emplearse para intentar
su cultivo y, en consecuencia, su aislamiento. A saber, los animales sensi-
bles, el embridn aviar y los sistemas celulares mantenidos in vifro.

- La inoculacién a animales de laboratorio fue el primer procedimien-
to empleado para el cultivo de los virus y otros microbios. Posteriormen-
te, la introduccion decisiva del embrién aviar y de los cultivos celulares
y los inconvenientes que representan su carestia, las infecciones latentes,
la presencia de anticuerpos y la falta de homogeneidad de los lotes, han
restado eficacia a su empleo, con algunas excepciones como son la nece-
sidad de acudir a los ratones lactantes en el diagnéstico biolégico de la
rabia y en el estudio de algunos picornavirus o el empleo de monos en la
experimentacién con los virus polio y de la fiebre amarilla.

- Con los antecedentes de los trabajos de Levaditi (1906) y de Rous y
Murphy (1911), el descubrimiento de Goodpsture y Woodruff en 1931, de
la capacidad de un gran nimero de virus para reproducirse en el embrién
de pollo, supuso para la virologia un progreso formidable al disponerse
de un hospedador barato, de comodo manejo, aislado del exterior, tedri-
camente estéril, fuente de material para la preparacion de vacunas y sus-
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ceptible de interpretacion de lesiones que, en algunos casos, son de valor
diagndstico y permiten la identificacion del agente en cuestion.

El desarrollo de los cultivos celulares ha disminuido, en parte, el em-
pleo del embrién aviar, pero sigue siendo indispensable para el aislamien-
to y estudio de mixovirus, paramixovirus, poxvirus y herpesvirus y en la
elaboracién de una amplia gama de vacunas avianizadas que tanto con-
tribuyen a la erradicacion y control de numerosas virosis animales.

- Desde los estudios decisivos de Enders, Weller y Robbins (1950), en
los que se demostraba la reproduccién del virus poliomielitico en substra-
tos de células, los cultivos celulares representan el método mas reciente y
perfecto para conseguir el aislamiento y la identificacién de un virus. Es
también, desde su prodigiosa aparicion en el laboratorio virolégico, el que
ha permitido el vertiginoso desarrollo de la virologia contribuyendo de
manera decisiva al descubrimiento de nuevos virus, perfeccionamiento
de la sistemadtica virica, a la elaboracién de vacunas y antigenos, produc-
cion de interferon y estudio de los fenémenos de interferencia, cancerolo-
gia, genética virica y celular, etc.

En cuanto al estudio de un virus -con vistas al diagnéstico-, en estos
sistemas no supone -como puede creerse- la necesidad de laboratorios
superdotados mantenidos por importantes presupuestos econdémicos.
Por tanto, si en épocas pasadas era solo viable a algunos centros muy
especializados, privando al laboratorio de diagndstico modesto de este
importante método de investigacion y trabajo, en la hora actual asistimos
-como escribe Goret- a una verdadera “democratizacién” de las técnicas
que nos permiten profetizar un espléndido porvenir para la investigacion
viroldgica, asegurado también por las grandes casas comerciales espe-
cializadas en el suministro de tubos de células, de medios de crecimiento
liofilizados, de soluciones salinas equilibradas, vitaminas, sueros, etc.

Esquematicamente, la identificacion de un virus en un cultivo celular
lleva consigo la preparacion previa de dicho substrato, la siembra del ma-
terial problema y el posterior estudio de su férmula citopadtica reflejada
por el tipo de lesiones que sea capaz de producir en las células parasita-
das.

Se utilizan tres clases fundamentales de cultivos celulares:

1) Cultivos primarios: células de primera explantacion, obtenidos
directamente a partir de 6rganos o tejidos del hombre o animales.
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2) Lineas celulares o células heteroploides, indefinidamente resem-
brables.

3) Células diploides: cepas de células, es decir, células resembradas
un cierto nimero de veces, hasta su muerte -unos 50 pases.

En todos los casos, mantenidas sobre medios de cultivo sintéticos o
semisintéticos, confeccionados a base de aminodcidos, vitaminas, mate-
riales energéticos, suero sanguineo o extractos embrionarios y soluciones
salinas equilibradas, ajustados de un indicador que informe, por su viraje,
de la actividad metabdlica celular.

La preparacién de un cultivo primario supone transformar, median-
te la tripsinacién en caliente (33°C) o en frio (4°C), el tejido u érgano
procedente directamente del animal -testiculos, rifién, tiroides, pulmoén,
etc.- en una suspensiéon homogénea de células separadas que se colocan
en medios de cultivo, se reparten en recipientes -matraces, tubos, cajas
de Petri, etc.- donde se sedimentan y adhieren al vidrio, dando lugar a
colonias e islotes celulares que al confluir forman el tapiz continuo de
células —monoestrato- el cual se mantiene mediante renovaciones perio-
dicas del medio.

Los cultivos primarios tienen gran importancia en el diagndstico vi-
rolégico veterinario. Su baratura y su gran espectro de sensibilidad los
hace indispensables para el aislamiento y estudio de un gran niimero de
virus: células renales de cerdo para el virus de la PPC; células renales de
hurén para el virus de la enfermedad de Carré; células testiculares de ter-
nero o cordero en la viruela ovina; fibroblastos de embrién de pollo en la
peste equina; leucocitos de cerdo para el virus de la PPA, células renales
de conejo en la mixomatosis, etc.

Tienen algunos inconvenientes, siendo el mds importante la presen-
cia accidental de virus latentes que pueden interferir la accién citopatica
del virus en estudio o, lo que es mds grave, dotados de cierta actividad
patégena no despreciable si dichos monoestratos se utilizan como fuente
de material para la preparacién de vacunas. A este propdsito, recordemos
el drama que supuso, en el cultivo industrial de virus poliomielitico -con
vistas a la produccién de vacunas-, la existencia en las células renales de
un gran porcentaje de monos Rhesus del virus SV-40 -aislado por Sweet
y Hilleman en 1960- capaz de producir en el hamster un tumor de tipo
polioma, segiin demostraron Eddy y col. en 1961.
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El concepto de linea celular o de células en linea continua, es uno de
los mds antiguos que ha conocido la técnica de cultivos de células ya que
Carrel, en 1913, establecié una linea de fibroblastos de pollo que debla
mantenerse hasta 1946. Pero como la inmortalidad celular sélo apare-
ce en un pequeiio ndmero de casos, los investigadores se dieron pronto
cuenta de que pocos tejidos tenian células capaces de proliferacién rdpida
y que, practicamente, todos los subcultivos sufrian degeneraciones que
conducfan a su desaparicién. Asi, se descubrid la fase I durante la cual la
siembra celular era posible y duraba algunos pases, seguida por la fase II,
caracterizada por una proliferacién abundante de las células, necesitando
numerosos resiembras, hasta que finalmente, en fase I1I, sobreviene el en-
vejecimiento y el cese de la multiplicacion celular.

En afios sucesivos, un lento trabajo de investigacién, en el que so-
bresalen los nombres de Gey, Earle Y Parker (1936-1953), cristalizé en la
confeccién de medios de cultivo sintéticos y en la puesta en marcha de
técnicas finas, como la clonacion de células y el estudio de cariotipos, que
permitieron la viabilidad celular indefinida, acompafiada siempre de ca-
racteres morfoldgicos y bioquimicos anormales propios de células ma-
lignas, lo que hace inadecuados a estos substratos para la elaboracién de
vacunas.

El gran interés de las lineas celulares radica en su aplicacién diag-
nostica y, por su facilidad de mantenimiento, en estudios sobre miltiples
aspectos del parasitismo virico.

Con caracteristicas intermedias entre las de los dos tipos citados, se
encuentran las denominadas células diploides, gracias a los trabajos de
Hayflick y Moorhead (1961-1963). Su elaboracién parte de cultivos pri-
marios de tejido embrionario humano resembrados hasta los 40-50 pases
y se caracterizan por una serie de propiedades entre las que destacan:
estabilidad en el niimero de cromosomas -diploidia- e integridad en su
morfologia, ausencia de toda manifestacion oncégena v de virus latentes
y posibilidad, gracias a los métodos de congelacién, de una fuente de cé-
lulas, casi ilimitada, que permite asegurar una serie de controles antes de
utilizarlas para el cultivo de los virus y la fabricacién de vacunas.

Otra ventaja de las células diploides, es su gran espectro de sensi-
bilidad a los virus de la especie. Casi todos los virus humanos pueden
ser cultivados sobre células diploides humanas. Por el contrario, los es-
fuerzos intentados para establecer dichas cepas a partir del mono, cerdo,
ternero, ratén y hamster no han tenido la misma suerte ya que los cultivos
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no muestran las propiedades fundamentales de estas células. Esperemos,
por tanto, que la investigacién salve estos inconvenientes y se pueda con-
tar en un futuro préximo con bancos de células diploides para el estudio
de los virus animales.

Finalmente, ésta rdpida vision de las posibilidades de los cultivos ce-
lulares en el diagnostico de las virosis animales es mas que suficiente para
afirmar su importancia actual y su porvenir.

3. Identificacion

Una vez aislado el virus, es preciso identificarlo como perteneciente
a un grupo, familia, tipo o cepa, de acuerdo con los sistemas taxonémicos
modernos.

No comentaremos, por no encajarlos en el enfoque que hemos dado
a esta conferencia, aquellos métodos de investigacion viroldgica de altura
que nos conducen a una completa y correcta identificacién. Solamente
recordemos que el tipo de dcido nucleico, su forma -espiral sencilla o do-
ble, su longitud, peso molecular y contenido en guanina y citosina, for-
ma y estructura de la particula virica -simetria, ntimero de capsémeros y
presencia de envoltura pericapsidal, tamafio, sensibilidad o resistencia a
solventes de lipidos, al calor o0 a pH dcidos, estabilizacion catidnica, etc.,
constituyen una magnifica serie de caracteres fisicos, quimicos y estruc-
turales necesarios para la perfecta posicion de un virus dentro de una
sistematica actualizada.

En el diagnéstico préctico, la presencia de un virus y su identificacion
se pone de manifiesto por distintos procedimientos.

3.1. Efecto cilopdtico

La accion citopatdgena de un virus -puesta de manifiesto por vez pri-
mera por Robbins, Enders y Weller (1950), trabajando con virus polio- se
puede apreciar estudiando las células vivas del cultivo o después de su
fijacién y coloracién. En el primer caso, observando con el microscopio,
a pequefos aumentos, el estado de las células en conjunto, cambios de la
continuidad del tapiz y modificaciones en cuanto a forma, refringencia y
tamafio. En el segundo, mediante cubreobjetos depositados en el fondo
de los recipientes de cultivo (tubos de Leighton, tubos Tribulete, etc) y
posterior coloracion por los métodos usuales. Ambos sistemas, nos con-
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ducen a la confeccion de la férmula citopdtica del virus problema y a su
inclusién, con aceptable seguridad, en un grupo o familia.

Las lesiones celulares mds frecuentes van desde la lisis, mds o menos
localizada o total del tapiz (arhovirus, mixovirus, picornavirus), hasta la
formacion de lesiones sincitiales, de aspecto multinucleado (herpesvirus,
mixovirus), picnosis nucleares (arbovirus), inclusiones aciddfilas o basofi-
las (poxvirus, adenovirus, herpesvirus), etc. De una manera general, los
virus de ADN (desoxiribovirus) se multiplican en el niicleo dando lugar a
inclusiones nucleares, mientras que los virus de ARN (ribovirus) se mul-
tiplican en el citoplasma y originan la formacién de inclusiones especial-
mente citoplasmadticas.

3.2. Hemadsorcion

Con este término se designa la adsorcion especifica de hematies de
diversas especies animales sobre células infectadas por ciertos virus. Des-
crita, por vez primera, por VOGEL y SHELOKOV en 1957 para un virus
gripal, cultivado sobre células de rifién de mono, fue utilizada después
para el estudio de los virus de la enfermedad de Newcastle, vacuna, para-
influencia-2, sarampion, peste porcina africana, etc.

El interés de esta reaccion estriba en su simplicidad, -observacion fd-
cil- v en que permite poner de manifiesto rapidamente -muchas veces,
antes de que aparezcan lesiones visibles- la presencia de un virus en las
células utilizadas para su cultivo.

Como saben ustedes, una importante aplicacién de la hemoadsorcién
en e] campo veterinario es su frecuente uso en el diagndstico de la PPA,
desde que Malquist y Hay (1960) y, posteriormente, Sanchez Botija, en
nuestro pais, pusieran a punto la técnica. Actualmente, la introduccién
en el diagndstico de esta enfermedad de los métodos de inmunofluores-
cencia ha restado valor aplicativo a esta reaccion que sélo se utiliza para
confirmar casos dudosos con aquellas técnicas.

3.3. Hemaglutinacion

Descrita por Hirst, McLelland y Hare (1941) en el estudio del virus
gripal, se observa también con el de la enfermedad de Newcastle, para-
mixovirus, arbovirus, enterovirus y poxvirus. Se caracteriza por la pro-
piedad que tienen estos virus de aglutinar a los hematies de diferentes
especies animales y provocar asi su sedimentacién rapida, dependiente,
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necesariamente, de la presencia de hemaglutininas, receptores especificos
en los globulos rojos, temperatura, pH, etc.

Su importancia radica en que puede utilizarse con finalidad diagnds-
tica para detectar la presencia y cantidad de un virus mediante su titula-
cion en UH (unidades hemaglutinantes) e identificarlo inhibiendo la reac-
cién mediante un suero especifico de referencia.

En el diagnéstico de la enfermedad de Newcastle, el test de hema-
glutinacion tiene un importante valor aplicativo desde que Burnett (1942)
describiera la propiedad hemaglutinante del virus y lo encontrara capaz
de aglutinar los hematies de hombre, cobaya, ratén, pollo, gorrion y rana.
La prueba implica la preparacién de diluciones de antigeno virico, en vo-
liimenes constantes de una suspension de glébulos rojos de pollo. Para
facilitar el diagnéstico rdapido, se han descrito métodos en portaobjetos en
los cuales se utiliza solamente una dilucién de los reactivos (Walker, 1952,
Zargar Y Pomeroy, 1949), pudiendo ser valiosos en las primeras fases de
la infeccidn, antes de la aparicion de los anticuerpos séricos.

3.4. Interferencia
Se define como un fenémeno de aparicion rdpida, mediante el cual un

virus vivo o inactivado impide durante un cierto tiempo el desarrollo de
un segundo virus que infecte las células poco después que el primero.

El primer fendmeno de interferencia entre dos virus animales lo ob-
serva Magrassi (1935) al conseguir la proteccion del conejo contra un virus
herpético encefalitico por inoculacién en la cérnea de un virus herpético
no neurotropo. Dos afos después, Findlay y Mc Callum protegian monos
contra el virus de la fiebre amarilla mediante inoculacion del virus de la
fiebre del valle del Rift. Estos descubrimientos se coronan con los estu-
dios de Mooser y Lindenmann (1956) y, posteriormente, con los de Isaacs
(1957) que conducen al descubrimiento del interferon.

Su importancia diagndstica se basa en el hecho siguiente: Un virus
dado puede ser capaz de multiplicarse en un cultivo celular sin provocar
efecto citopatégeno. Un segundo virus puede ejercer, en este mismo siste-
ma, accién citopdtica visible.

Si estos dos virus se interfieren se puede demostrar la presencia del
primer virus.

Una aplicacion laboratorial interesante de este fendmeno es la detec-
cion de las infecciones leucoticas de las aves mediante el RIF-TEST (Rubin,
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1960). Cuando se hacen cultivos de fibroblastos de pollo v se les inocula
con virus del sarcoma de Rous (VSR) sufren una transformacién morfold-
gica evidente. Normalmente fusiformes, se redondean, proliferan en to-
das direcciones y forman “focos” muy fdciles de reconocer en la superficie
del cultivo, siendo su niimero proporcional a la cantidad de virus. Ahora
bien, cultivos celulares preparados a partir de embriones de pollo proce-
dentes de gallinas leucdticas e inoculados con VSR, no sufren ninguna
transformacion o bien el numero de focos que se forman es mucho menor
al que cabria esperar seguin la dosis inoculada. Por consecuencia, algunas
células o todas se han hecho resistentes al VSR. Poseen, segtin la termino-
logia de Rubin, un “factor inductor de resistencia” al VSR, completamen-
te identificado con el virus de la leucosis linfoide. Sin embargo, la practica
de esta técnica es bastante engorrosa y no podemos considerarla como un
método de diagnéstico de la leucosis al alcance de todo laboratorio.

3.5. Serologia

También los métodos serolégicos pueden ayudar a esclarecer proble-
mas de identificacion. La reaccion de fijacion del complemento -en la ti-
pificacion de tipos de virus aftoso-, la precipitacién en medios gelificados
-en la identificacion del virus rdbico, virus pestosos del cerdo y virus de la
pseudorrabia-, la inmunofluorescencia -en el estudio del virus rdbico y de
los virus de las pestes del cerdo-, 1a inhibicion de la hemoaglutinacion -en
la identificacién del virus de la enfermedad de Newcastle-, las reacciones
de neutralizacion -para el virus aftoso, bronquitis infecciosa, etc-, la aglu-
tinacién -para los virus variélicos-, la inhibicion de la hemadsorcién y del
efecto citopatico, la reduccion del nimero de placas, la inhibicién metabo-
lica, etc., constituyen técnicas interesantes a las cuales accede el virélogo
cuando los métodos directos, propiamente dichos, no son suficientes para
asegurar la etiologia v{rica de una enfermedad infecciosa.

DIAGNOSTICO INDIRECTO

Este tipo de diagnostico estd basado en la demostracién de inmunog-
lobulinas o anticuerpos especificos de un virus en la sangre de un animal
enfermo.

Tres son las inmunoglobulinas que pueden estar implicadas en la re-
puesta orgdnica a una virosis: La IgG -75 microglobulina, electroforéti-
camente lenta-, la IgM -19S macroglobulina, mds rdpida que la anterior
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en su migracion electroforética-, ambas presentes en la sangre y fluidos
tisulares, y, por otro lado, la IgA -75 microglobulina, con la misma veloci-
dad electroforética que IgG y con papel de anticuerpo sensibilizante de la
piel. La primera repuesta a una virosis se caracteriza por la produccién de
anticuerpos IgM seguida, mds tarde, por otra secundaria de inmunoglo-
bulinas IgG, las cuales persisten, en general, durante toda la vida del indi-
viduo, teniendo por ello gran importancia en encuestas epizootiolégicas,
puesto que permiten conocer la distribucion geografica de la enfermedad
sin necesidad de aislar el virus.

Algunas pruebas serolodgicas son mds aplicables que otras, depen-
diendo estrechamente de la virosis que se sospecha y del propdsito de la
prueba y, desde luego, teniendo siempre presente la existencia de fendme-
nos inespecificos que muchas veces son de dificil interpretacién. Pasemos
revista a las de uso més corriente en el laboratorio virolégico.

L. Reaccién de fijacién del complemento

De todos es conocido el fundamento de esta bella reaccion serologi-
ca, en la que los anticuerpos en presencia del antigeno especifico tienen
la propiedad de fijar el complemento. Al no ser apreciable directamente
este fendmeno de lisis, puede hacerse ostensible afiadiendo al complejo,
en una segunda fase, una suspension de hematies sensibilizados por un
amboceptor hemolitico. En estas condiciones, la ausencia de hemolisis in-
dica la fijacion del complemento al sistema especifico (reaccién positiva),
mientras que su presencia es indice de reaccion negativa, ya que el com-
plemento se fijé a la mezcla hemolitica.

Para que tenga valor diagndstico, deben cumplirse las siguientes con-
diciones: 1) Calentamiento del suero problema durante 30 minutos a 56"C.
2) Titulacién previa del antigeno, complemento, hemolisina y hematies.
3) Testigos de suero positivo, negativo y de poder anticomplementario.
Cuando todas estdn previstas, nos permite valorar cuantitativamente el
titulo de anticuerpos en un suero, mediante la realizacién de diluciones
progresivas del mismo, que puede definirse por la mas alta dilucion del
mismo, capaz de fijar el 50% del complemento utilizado.

Podemos asegurar que esta reaccion seroldgica se estd imponiendo
cada dia mads en el laboratorio virologico. Sus nuevas posibilidades de
identificacion de antigenos y de anticuerpos, gracias a la mayor precisién
de las técnicas y a la introduccion de reacciones modificadas -reaccién de
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fijacion indirecta (Rice, 1948), fijacion parcial del complemento (Schmidt,
1967), reaccién de fijacién del complemento coloidal (Geisler, 1958), anti-
complemento marcado con fluorocromos (Goldwasser y Shepard, 1958)-,
abren nuevos horizontes de estudio que, sin duda, han de beneficiar al
diagndstico de las enfermedades a virus.

2. Inhibicién de la hemaglutinacién

Cuando se demostré el fenémeno de la hemaglutinacién, Hirst (1941-
1942), MC CLelland y Hare (1941) comprueban la inhibicién de esta reac-
cién en presencia de los anticuerpos antivirales, naciendo asi un método
cuantitativo simple -aplicable a ciertas virosis- para determinar la presen-
cia y cantidad relativa de anticuerpos especificos en el suero de indivi-
duos enfermos o convalecientes.

E1 antigeno virico empleado en la reaccion debe titularse exactamente
mediante HA, determindndose la cantidad de anticuerpos con diluciones
crecientes de antigeno y constantes de suero (método alfa) o cantidades
fijas de virus y diluciones crecientes de suero (método beta). En todos
los casos, debe tenerse en cuenta, para interpretar correctamente los re-
sultados, la presencia de inhibidores inespecificos en el suero que han
de inactivarse -dependiendo de su composicién quimica- mediante calor,
tripsina, peryodato, solventes de lipidos, etc.

La reaccién de inhibicién de la hemaglutinaciéon posee un gran valor
aplicativo en la investigacion o diagnostico de mixovirus, paramixovirus
y arbovirus.

3. Neutralizacion

Las pruebas de neutralizacién (Burnet, 1955, Kjellen, 1957, Dulbecco,
1956) son una medida de la infectividad viral producida por los anticuer-
pos al impedir la absorcién de los virus sobre substratos celulares adecua-
dos (animales, embriones o cultivos celulares).

Existen dos grandes métodos que permiten apreciar la actividad neu-
tralizante de un suero: 1) Suero desconocido a diferentes diluciones frente
a una cantidad constante de virus, en el que la accién neutralizante del
suero viene reflejada por la dilucién mads elevada que evita la infeccion, y
2) Suero desconocido, no diluido, en presencia de cantidades decrecientes
de virus en el que la actividad neutralizante se expresa por la reduccion
del titulo del virus en el hospedador sensible.
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La reaccion exige: virus y sueros titulados, recogida y manipulacién
adecuadas de los dos elementos, precisar dosis y via, eleccién del substra-
to vivo y estudio estadistico de los datos obtenidos.

La reaccion de neutralizacion posee gran sensibilidad y especificidad,
pero como su realizaciéon no estd ausente de complicaciones su empleo es
muy limitado en virologia clinica. No obstante, la reduccién de] ntimero
de placas, la neutralizacion de la hemoadsorcién o del efecto citopdtico
y los tests metabdlicos o colorimétricos -métodos todos derivados de la
reaccién cldsica- tienen gran interés en algunos casos particulares.

4, Inmunodifusién

De todos los métodos de precipitacion en medios gelificados, es la
técnica de “doble difusion” de Ouchterlony la de mayor aplicacion en vi-
rologfa. Esta consiste en la difusién del antigeno y del anticuerpo a través
de un gel de agar, colocado sobre una caja de Petri, portaobjetos, etc. La
difusién se establece en relacién inversa a su peso molecular, precipitando
en el punto donde se ponen en contacto y formando una linea visible, sus-
ceptible de ser tefiida, para resaltar mas su presencia. El ndmero de lineas
observadas indica, a su vez, el nimero de sistemas antigeno-anticuerpo
diferentes, siendo asi posible comparar distintas soluciones antigénicas o
sueros inmunes en el mismo soporte.

En el campo del diagnoéstico virolégico veterinario, las técnicas de in-
munodifusién tienen interés en el estudio del virus rdbico, virus de la
enfermedad de Aujeszky y virus pestosos del cerdo.

5. Inmunofluorescencia.

Los métodos indirectos de inmunofluorescencia constituyen en estos
momentos un procedimiento extraordinariamente sensible y rdpido para
poner de manifiesto anticuerpos antiviricos o para identificar un deter-
minado antigeno, auxilidndose de sueros antiglobulinas, especificos de
especie, conjugados con un fluorocromo.

El fundamento es sencillo: los anticuerpos reaccionan con el antigeno
especifico poniéndose de manifiesto el complejo, en el microscopio ultra-
violeta, con la posterior adicion del suero antiglobulinas marcado.

Las preparaciones obtenidas por el método indirecto fluorescen con
mas intensidad que los complejos logrados por via directa, ya que las an-
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tiglobulinas marcadas poseen mds puntos de reaccion con el anticuerpo
-el cual acttia para ellas como antigeno- que éste con el verdadero antige-
no. Ademads, este procedimiento ofrece la ventaja de que la identificacion
de los antigenos es mas sencilla que por el método directo, ya que con este
ultimo es necesario emplear toda una serie de conjugados de anticuerpos
con especificidad diferente. Por el contrario, con la técnica indirecta un
sélo conjugado de suero antiglobulinas de una especie determinada re-
accionarda con toda clase de anticuerpos presentes en el organismo de los
sujetos pertenecientes a esa especie.

Como stock de antigeno viral, se dispone de cubreobjetos con mo-
noestratos celulares infectados con el virus especifico para los anticuerpos
que se quieren investigar. Una vez fijados, se deposita sobre ellos el suero
problema en las diluciones convenientes y se incuban a 37°C., en ambien-
te hiimedo, durante 30-60 minutos. Se lavan 2-3 veces con solucién salina
tamponada de pH 7,2 para eliminar el suero no reaccionante con el anti-
geno y se cubre la preparacién con el conjugado durante el mismo tiempo
y en las mismas condiciones de lavado. Al examinar estas preparaciones
con el microscopio ultravioleta, la fluorescencia nos indicar la presencia
de anticuerpos contra el virus en cuestion.

Una aplicacion interesante de este método, nos la describen Sanchez
Botija, Ordas y Gonzilez (1969) en la investigacion de anticuerpos de la
PPA, sobre todo para el diagnostico de las formas crénicas de la enferme-
dad, de las infecciones subclinicas y de los portadores de virus, donde
-segin estos autores- la presencia de anticuerpos en el suero coincide, en
un porcentaje elevado de cerdos enfermos, con la persistencia del virus en
los tejidos por largos periodos de tiempo.

Otra posibilidad de los métodos indirectos de inmunofluorescencia,
es la descrita por Goldwasser y Shepard (1958) con el nombre de “colo-
racion anticomplementaria” en la que utilizan un anticomplemento de
cobayo marcado con el fluorocromo. En un primer tiempo, los frotis se cu-
bren con una mezcla de suero especifico y de complemento. El complejo
que se forma -no marcado- se trata después con el conjugado anticobayo.

Las técnicas de inmnnofluorescencia son de gran utilidad en el labo-
ratorio virolégico para trabajos de investigacion y estudio y, en cuanto al
diagnostico, esperamos que en el futuro, cuando se abaraten las posibili-
dades de adquisicion del material microscépico y de reactivos necesarios,
se podra disponer de un magnifico sistema que simplificara de forma evi-
dente la identificacion de antigenos v de anticuerpos antimicrobianos.
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Concluimos esta rdpida visién del estado actual de nuestros cono-
cimientos sobre el diagndstico de las virosis animales invitando a todos
ustedes a que adquieran conciencia de su importancia. Estamos conven-
cidos de que todas las técnicas comentadas son factibles de realizar sin
grandes sacrificios econdmicos. S6lo es necesario una solida documenta-
cion y la firme voluntad de superacion en nuestra cotidiana labor cientifi-
ca. Este es nuestro deseo.

Muchas gracias.



