EXAMEN DE ESPECIMENES PARA EL DIAGNOSTICO DE LA VIRUELA EN

UN LABORATORIO DEL BRASIL*®

Dres. H. G. Schatzmayr? y J. A. Mesquita ®

Este trabajo describe los resultados de un examen de 268
especimenes, recogidos de casos de enfermedad vesicular
provenientes de diversas partes del Brasil, que se realizé en un
laboratorio instalado para ayudar en la “Campafia de Erradi-
cacién de la Viruela”.

Introduccién

El diagnéstico de 1a viruela en laboratorio
estd cobrando cada vez més importancia
en razén del desarrollo de programas de
vacunacién y del mejoramiento de los méto-
dos de notificacién y de los estudios epi-
demiolégicos de los casos sospechosos. Esto
resulta especialmente cierto en aquellas re-
giones del pais en las que ya se ha efectuado
la primera fase de ataque de la campafia de
vacunacion. ‘

En la Fundacién Instituto Oswaldo Cruz,
de Rio de Janeiro, se instalé un laboratorio
de diagnéstico para asistir en la “Campafia
de Erradicacion de la Viruela”. A partir de
mayo de 1968, este laboratorio ha estado
recibiendo especimenes enviados directa-
mente por los trabajadores de campo que
participan en esa campafia, asi como por las
oficinas locales de salud piblica. Este in-
forme contiene datos obtenidos en trabajos
de rutina realizados desde esa fecha hasta
mayo de 1970.

Materiales y métodos

Se examinaron 176 especimenes de costras
y 92 de fluido vesicular o pustuloso, pro-

1Realizado en los laboratorios de virus_del Instituto
Presidente Castello Branco, Fundacién Instituto Os-
waldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. El laboratorio de
diagnéstico de la viruela se establecié como parte de
la Campafia de Erradicacién de la Viruela y como
dependencia de la Escuela Nacional de Salud Pablica.
La oprs ha suministrado, asimismo, diversos tipos de
asistencia técnica.

2 Profesor titular, jefe de los laboratorios de virus.

8 Profesor asistente, virélogo del laboratorio de virus
de enfermedades vesiculares.

venientes de 268 pacientes, empledndose
bésicamente los procedimientos descritos por
la oMs (I).

Preparacién de los especimenes

a) Se trituraron las costras en un tritura-
dor de tejidos, con tampén Mcllvaine a
0.004 M, pH 7.2 (2, 3), més antibidticos,
obteniendo como resultado una espesa sus-
pensién.

b) El fluido vesicular o pustuloso recogi-
do en tubos capilares o en frotis sobre lami-
nas de vidrio, fue cuidadosamente enjuagado
con pequefias cantidades de tampdn de
Mcllvaine.

En los casos en que ambos especimenes
provinieron del mismo paciente, se mezcla-
ron las costras y el fluido pustuloso. Se
adoptd este procedimiento debido a Ila
pequefia cantidad de material que solia
llegar al laboratorio.

Las suspensiones obtenidas de la manera
descrita se utilizaron para la inoculacién de
huevos o para pruebas de precipitacién en
agar-gel.

Inoculacién de huevos

Se inocularon los especimenes, tanto de
suspensiones originales como de diluidos de
1:100, en membranas corioalantoicas go-
teadas (MCA) de huevos de gallina em-
brionados. Después de mantenidas unas 60
horas a una temperatura de 36°C, se re-
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colectaron y examinaron las MCA. Para
efectuar una nueva inoculacién de los huevos
o una prueba confirmatoria en agar-gel, se
trituraron las MCA en una mezcladora
eléctrica de uso general (“omni-mixer”) sin
diluente.

Prueba de precipitacién en agar-gel

Se realiz6 con la suspension original de
especimenes; al obtenerse resultados nega-
tivos, se repitid la prueba con las MCA
trituradas como prueba confirmatoria, de
acuerdo con la técnica establecida (I, 4).
Se utilizé6 como antigeno de control, el virus
de alastrim ademds del de la vaccinia.

Goteo de las MCA y su sensibilidad al virus
de alastrim

Inmediatamente después de efectuar el
goteo, asi como 1, 2, 3 y 4 horas después,
se inoculd en las MCA goteadas una sus-
pensién del mismo diluido de virus de
alastrim en tamp6én de Mcllvaine, més
leche desnatada (5). Como se describié en
la inoculacion de huevos, se recolectaron las
MCA y se contaron las ptistulas. Se llevaron
a cabo tres experimentos.

Origen de los virus

a) Virus de la vaccinia: vacuna de huevo
liofiizada, obtenida del Imstituto Oswaldo
Cruz, de Rio de Janeiro.

b) Virus de alastrim: suspensién de
MCA, obtenida del Instituto Adolfo Lutz de
Sao Paulo.

Origen del suero

Parte del antisuero de vaccinia de conejos
lo suministré el Centro Nacional de En-
fermedades Transmisibles de los Estados
Unidos y parte se prepard en el laboratorio
de virus.

Resultados

Aislamiento de la viruela

De 268 especimenes recibidos, se aislaron
110 cepas de viruela en MCA con pruebas

CUADRO 1—Cepas de virus de virvela aislados de
casos de enfermedad vesicular, mayo de 1968 a mayo de
1970,

Especimenes a‘i:;fggzs A;islllax‘x,ni;fuléto Total
Costras 67(38%) 109 176
Fluido vesicular

pustuloso 43(47%) 49 92

Total 110 158 268

agar-gel confirmatorias. FEl indice de aisla-
miento alcanzé 38% y 46%, respectiva-
mente, para los especimenes de costras y
de fluido vesicular o pustuloso (cuadro 1).

En el cuadro 2 se indican los resultados
del aislamiento en relacién con el nimero
de dias transcurridos entre la recoleccién de
los especimenes y su llegada al laboratorio.

En el cuadro 3 se observa la relacion
entre el diagnéstico clinico y el aislamiento
confirmatorio del virus de viruela en un
laboratorio. No se habfan aislado 15 casos
con diagndstico clinico de viruela, ya que
todos estos especimenes demoraron més de
15 dfas en llegar al laboratorio. Por otro
lado, se aislé virus de viruela de dos casos
que habian recibido el diagnéstico clinico
de “inexistencia de viruela”.

Los casos de aislamiento de virus de
viruela incluyen también el de una mujer
embarazada que dio a luz un nifio con
enfermedad clinica en etapa vesicular, es-
tando la madre ya en etapa de costras.

Se aislé un virus de vaccinia de costras

CUADRO 2—lIndice de aislamiento del virus de la
virvela en relacidn con el fiempo transcurrido entre la
recoleccion de los especimenes y su examen,

Cepas
Dias Especimenes 2 aisladas
de viruela
0as 48 35(73%)
6a8 32 14(44%)
9all 18 8(44%)
12a14 12 5(42%)
15 o mias 94 39(41% )
Desconocido 24 9(38%)
Total 228 110

® Excluyendo 40 especimenes con diagnéstico clinico de
“inexistencia de viruela’.
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CUADRO 3—Diagnéstico clinico relacionado con el
aislamiento del virus de la viruela.

Aislamiento del virus de la

Dxaczlgig?sgco viruela Total
Positivo Negativo

Viruela 31 15 46

Dudoso 5 23 28
Inexistencia de

viruela 2 40 42

No registrado 72 30 152

Total 110 158 268

tomadas de bovinos que habian tenido con-

tacto con ordefladores recientemente vacu-
nados (6).

Prucba de precipitacién en agar-gel

Las pruebas de precipitacién en agar-gel
resultaron positivas para sdlo un 20% de
los especimenes. Sin embargo, las pruebas
resultaron positivas en todos los casos en
los que se usaron como antigenos las sus-
pensiones de MCA con lesiones sospechosas
de contener virus de viruela,

Sensibilidad de MCA al virus del alastrim

Los resultados de los tres experimentos,
efectuados como se describe en “Materiales
y métodos”, se analizaron estadisticamente.
Se compararon los descubrimientos con un
informe previo de conteo de pustulas con-
siderado normal (2), se efectué un anilisis
de variacién—usando el nivel de significa-
cién a 5%-—y se vio que los resultados
eran consecuentes con ellos.

Discusién

Los resultados presentados en este in-
forme ponen de relieve algunos de los pro-
blemas inherentes al diagndstico de la viruela
en 4reas en que es endémica, especialmente
en un pais extenso como el Brasil.

El hecho de que el indice de aislamiento
del virus de especimenes de fluido vesicular
o pustuloso sea mds alto que el de los
especimenes de costras (cuadro 1) debe
interpretarse en el sentido de que la mayoria

de los especimenes anteriores provenian de
dreas cercanas al laboratorio y, por lo tanto,
fueron objeto de un examen mas temprano.

En el cuadro 2 se indica la influencia que
ejerce el tiempo que tardan los especimenes
en llegar al laboratorio, dado que ningin
espécimen se transporté bajo refrigeracidn.
Es importante notar que, de 228 especimenes
que se analizaron, s6lo 48 llegaron dentro
de los seis dias siguientes a su recoleccion,
lo que influy6 en el indice de aislamiento de
los virus. Del cuadro 2 se excluyeron 40
especimenes con diagndstico de “inexistencia
de viruela” con el objeto de poder obtener
resultados méds comparativos.

No se registraron en el laboratorio, es-
pecialmente en los primeros meses de tra-
bajo, los diagnésticos clinicos. El cuadro 3
indica los datos disponibles. De 46 espe-
cimenes con diagndstico clinico de viruela,
15 dieron resultados negativos en las pruebas
de virus, habiendo todos demorado més de
15 dias en llegar al laboratorio. Se logré
aislar virus en dos de los casos que tenian
diagndsticos de “inexistencia de viruela”.
En ambos casos, los informes epidemiold-
gicos citaban contactos anteriores entre los
pacientes y casos positivos o dudosos de
viruela.

Los resultados de los experimentos Ileva-
dos a cabo con el fin de estudiar la sensibili-
dad de los huevos empleados en los trabajos
de rutina no revelaron ninguna diferencia
significativa en los conteos de pustulas, lo
que demostrd que era apropiado el empleo
de huevos entre una y dos horas después del
goteo de las membranas.

Las reinoculaciones en membranas (2a
etapa) se efectuaron en los primeros meses
del trabajo, pero tnicamente cuando los
resultados eran dudosos (el grosor de la
MCA, lesiones no especificas, etc.). Ma4s
tarde, mejoradas las condiciones, especial-
mente mediante el empleo de una mezcla-
dora eléctrica “omni-mixer”, se trituraron
todas las membranas sin diluente alguno en
un recipiente cerrado de 5 ml, y la suspen-
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sién resultante se inocul$ en nuevos huevos
o se utilizé para pruebas confirmatorias en
agar-gel (/). Se comprobé que membranas
que habfan dado resultados positivos de
viruela daban resultados irregulares en las
pruebas en agar-gel cuando se trituraban
en un frasco con cuentas de vidrio.

Las lesiones no especificas nunca constitu-
yeron un problema de importancia funda-
mental, pero se han encontrado con cierta
periodicidad en huevos adquiridos de un
mismo proveedor.

En ninguno de los especimenes se llegd a
sospechar la presencia de virus de Herpes
simplex en huevos inoculados; no se ha
intentado aislar el virus de la varicela debido
a la ausencia de refrigeracién de los especi-
menes recibidos.

Se ha observado (7) que el diagndstico
presuntivo de casos de alastrim por medio
de la prueba en agar-gel puede efectuarse
solamente cuando los especimenes son sufi-
cientemente grandes. Esto se ha confirmado
en varias ocasiones, especialmente con espe-
cimenes de costras.

No se presentan datos comparativos acer-
ca del indice de supervivencia de virus en
fluidos vesiculares o pustulosos recogidos en
ldminas de vidrio o tubos capilares, debido
a las grandes variaciones de las condiciones
en que fueron recolectados los especimenes
y la manera como llegaron al laboratorio.

No se han empleado técnicas de diagndsti-
co como la microscopia electrénica, el uso de
anticuerpos fluorescentes, el aislamiento en

cultivos de tejidos o métodos de coloracién.
No se llevé a cabo el estudio de cepas
aisladas con el fin de buscar las diferencias
entre viruela y alastrim.

Resumen

Se describe la experiencia obtenida en los
trabajos de diagnéstico de la viruela realiza-
dos en un laboratorio de Rio de Janeiro,
instalado con el fin de asistir en 1a “Campafia
de Erradicacién de la Viruela”.

Se examinaron un total de 268 especi-
menes y se aislaron 110 cepas de viruela
mediante la inoculacién de huevos con Ia
prueba confirmatoria en agar-gel. El indice
de aislamiento alcanzd 38% y 46% para
las costras y el fluido vesicular o pustuloso,
respectivamente. Los especimenes se re-
cogian, a veces, lejos de los laboratorios, 1o
que determinaba el tiempo que demoraban
en llegar asi como el indice de aislamiento
del virus.

Se llegd a un compromiso bastante de-
finido entre el diagndstico clinico y los
indices de aislamiento de los virus, en los
casos en que se disponfa de ambas clases
de datos para su comparacién.

La inoculacién de huevos entre uma y
dos horas después del goteo de la membrana
corioalantoica resulté ser adecuada en las
condiciones bajo las cuales se realizaron
las pruebas.

El laboratorio esta recibiendo regularmen-
te mas especimenes para su diagndstico, [
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The authors describe the experience gained
in smallpox diagnostic work at a laboratory
set up in Rio de Janeiro in order to aid the
Smallpox Eradication Campaign in Brazil.

A total of 268 specimens were examined and
110 smallpox strains were isolated by egg
inoculation with the agar-gel confirmatory test.
Isolation rate was 38% and 46% respectively
for crusts and vesicular or pustular fluid. Speci-
mens were sometimes collected far from the

Exame de espécimes para o diagnéstico da

Descreve-se a experiéncia obtida nos traba-
lIhos de diagnéstico da varfola realizados num
laboratério do Rio de Janeiro instalado com
o fim de assistir & Campanha de Erradicacfo da
Variola.

Foi examinado um total de 268 espécimes e
isoladas 110 cépas de variola mediante a ino-
culacio de ovos com a prova confirmatéria
em agar-gel. O indice de isolamento alcangou
38% e 46% para as crostras e o fluido vesicular
ou pusiuloso, respectivamente. Os espécimes
eram recolhidos, as vézes, longe dos labora-
térios, o que determinava o tempo que demora-

laboratory and this fact influenced the time of
arrival as well as the virus isolation rate.

Close agreement was reached between clini-
cal diagnosis and virus isolation rates, when
both data were available for comparison.

The inoculation of eggs between 1 to 2 hours
after the chorio-allantoic membrane dropping
was shown as adequate in conditions under
which tests were carried out.

The laboratory is getting regularly more
specimens for diagnosis.

varfola num laboratorio do Brasil (Resumo)

vam a chegar, assim como o indice de isola-
mento do virus.

Chegou-se a um compromisso bastante de-
finido entre o diagnéstico clinico e os indices de
isolamento dos virus, nos casos em que se
dispunha de ambas as classes de dados para a
sua comparagio.

A inoculagio de ovos entre uma e duas horas
apds a deposigdo da gdta na membrana corio-
alantéide demonstrou ser adequada nas condi-
¢bes em que se realizaram as provas.

O laboratdrio estd recebendo regularmente
mais espécimes para diagndstico.

Examen de spécimens pour le diagnostic de la variole dans un laboratoire du Brésil (Résumé)

Le rapport décrit I'expérience acquise & la
suite des travaux en matiére de diagnostic de
la variole effectués dans un laboratoire de Rio
de Janeiro, créé en vue d’aider a la “Campagne
d’éradication de la variole™.

On a examiné au total 268 spécimens et on a
isolé 110 souches de variole au moyen de
I'inoculation d’oeufs avec 1’épreuve de confir-
mation par la gélose. L’indice d'isolement a
atteint 38% et 46% pour les crofites et le
fluide vésicule ou pustuleux, respectivement.
Les spécimens ont été parfois recueillis assez
loin des laboratoires ce qui exphque le temps
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d’isolement du virus.
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On est parvenu i un accomodement assez
précis entre le diagnostic clinique et les indices
d’isolement des virus dans les cas out l'on

. . 2 . ~
diengsait des deux ecatdooriee de donndee aux
Qisposall Ges geux Ccategerics g ¢onnecs aux

fins de comparaison.

L’inoculation des oeufs une ou deux heures
apres I’égouttement de la membrane corioalan-
toide s'est révélée satisfaisante dans les condi-
tions dans lesquelles les épreuves ont été
réalisées.

Le laboratoire regoit réguliérement un nom-
bre croissant de spécimens aux fins de
diagnostic.
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