Diagnéstico
de la infeccion viral

El diagnéstico de la infecci6n viral que afecta a un individuo en un mo-
mento dado, puede ser de gran importancia para el manejo clfnico del caso
(problema individual), pero es mucho mds importante prevenir consecuen-
cias graves en la poblacién (problema poblacional).

Desde el punto de vista prdctico, si comparamos las infecciones
bacterianas o mic6ticas con las infecciones virales, puede resultar mucho
m4s importante hacer el diagndstico preciso de las primeras, pues esto de-
terminar4 el tipo de antibidtico o la quimioterapia que se deba prescribir.
En el caso de los virus, donde se adolece de “antibiticos™ o de agentes
qufmicos muy eficientes para el tratamiento, el diagnéstico puede resultar
un poco superfluo.
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Existen, sin embargo, una serie de infecciones virales en el hombre y
en los animales donde el establecimiento de un diagnéstico oportuno es de
capital importancia para determinar la conducta médica y/o epidemiol6gica
a seguir. Es el caso, por ejemplo, de una enfermedad exantemadtica durante la
gestacién; aquf debemos determinar si se trata de rubeola, sarampion, vari-
cela o dengue, pues ello podrfa determinar la recomendacién de interrumpir
el embarazo. Esto desde el punto de vista individual, pensando en la madre y
el embrién o feto.

Un ejemplo donde el diagnéstico es importante para implementar medi-
das tendientes a conservar la salud publica, es el caso de una enfermedad dia-
rreica; aquf debemos determinar si se trata de un rotavirus o de un poliovirus y
en este dltimo caso, cudl serotipo. Igualmente caen en esta categorfa los casos
de hepatitis, donde es importante saber si se trata de A, B, Delta 0 noAnoB; ca-
da uno de estos casos tiene diferentes consecuencias a corto y a largo plazo.

Existen también algunas situaciones especiales donde el diagnéstico
es importante para el individuo, como es el caso de los transplantados, espe-
cialmente cuando la sintomatologfa de la infecci6n tiende a confundirse con
el rechazo del 6rgano o con una reaccion injerto contra huésped; este es el
caso del citomegalovirus en el transplante renal y de médula 6sea, respecti-
vamente.

En términos generales e ideales podrfamos decir que una infraestruc-
tura para el diagn6stico de las enfermedades infecciosas es la base funda-
mental para un buen sistema de vigilancia epidemiolégica. Tal
infraestructura en nuestros pafses en desarrollo es muy pobre para el caso de
las infecciones virales. Recordemos que la multiplicidad de los agentes vira-
les requiere también de una diversidad de sistemas para la manipulacién de
estos agentes en el laboratorio: son necesarios diferentes tipos de cultivos
celulares, diferentes animales de laboratorio, anticuerpos fluorescentes, mi-
croscopios de luz ultravioleta, radiois6topos, espectrofotémetros, nitrégeno
lfquido, técnicos de laboratorio y virélogos, entre otras cosas. Todos estos
elementos son escasos en Colombia y por ello el diagnéstico de las infeccio-
nes virales est4 limitado a las grandes ciudades y s6lo a algunas infecciones,
generalmente aquellas donde los recursos son menos costosos.

Por todas estas consideraciones el principal elemento de diagndstico
en nuestro medio es la clfnica; y también por ello la gran mayorfa de las in-
fecciones virales permanecen sin un diagnéstico preciso o son diagnostica-
das simplemente como ‘“virosis” a posteriori, cuando los antibiéticos han
demostrado su ineficacia. Esta es la situacién actual, justificada en parte por
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las circunstancias expuestas pero incompatibles con el futuro préximo, cuan-
do tendremos agentes farmacolégicos especfficos contra las infecciones vi-
rales y cuando la preservacién de la salud piblica serd una prioridad real de
nuestro sistema de gobierno.

El diagnéstico de la infeccién viral se basa en el aislamiento del agen-
te etiolégico (diagndstico virolégico), en la determinacién de una respuesta
inmunolégica contra el mismo (diagnéstico serolégico) o en la determina-
cién del tipo de dafio causado en los tejidos del huésped (diagnéstico patol6-
gico). Para el aislamiento, se debe enviar al laboratorio una muestra
apropiada con una descripcién de la situacién clfnica y en lo posible un diag-
néstico presuntivo. Esto con el fin de determinar los animales de laboratorio
o las células que deben inocularse y para adoptar las medidas preventivas
por parte del laboratorista, pues no implica el mismo riesgo el trabajo con el
herpes simplex que el trabajo con el virus de la rabia. Si llega una muestra
de materia fecal al laboratorio con una sospecha de poliomielitis, se procede-
rd a inocular la muestra en células VERO; en caso de que el resultado sea
negativo, es decir que no se produjo el efecto esperado del virus, no se puede
descartar que se trate de otra infeccién viral, pues no todos los virus van a
crecer en este substrato celular.

El diagndstico mediante el aislamiento del agente viral es el método mds
fidedigno pero tiene la desventaja de ser costoso, ya que es necesario tener toda
una baterfa de posibilidades para satisfacer los requerimientos de cada agente.
Por otro lado, el aislamiento de los virus puede tomar varios dfas y aun varias
semanas, por lo cual el resultado suele llegar tarde. Por lo anterior, desde hace
muchos afios el desarrollo de técnicas rdpidas, especfficas, sensibles y baratas,
ha sido una prioridad en la investigacion virolégica (generalmente tantas cuali-
dades no vienen juntas). En la actualidad podemos mencionar algunas técnicas
que se acercan a esas caracterfsticas ideales: la inmunofluorescencia, la fijacién
del complemento, pruebas inmunoenzimdticas y pruebas a base de 4cidos nu-
cleicos, etc., de las cuales hablaremos posteriormente.

El diagnéstico serol6gico se basa en la deteccién de anticuerpos
contra un antfgeno viral determinado y, en ese sentido, s6lo nos sirve pa- -
ra hacer un diagnéstico retrospectivo. Si, ante un caso de una enfermedad
febril aguda, queremos determinar si se trata, por ejemplo, de encefalitis
equina venezolana, debemos tomar una muestra de suero del paciente en
la fase aguda de la enfermedad y otra dos semanas m4s tarde (en la fase
convaleciente). Si al comparar los dos sueros se detecta que el suero con-
valeciente tiene un tftulo de anticuerpos contra el virus de la encefalitis
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equina venezolana, significativamente mayor que el suero agudo (por lo me-
nos cuatro veces mayor), podemos decir que éste es el virus responsable de
la sintomatologfa descrita.

Si el paciente del caso descrito anteriormente, no tiene anticuerpos
contra el virus en ninguna de las dos muestras, diremos que esta persona
nunca ha tenido contacto con el virus. Si por el contrario, el paciente tiene ti-
tulos altos de anticuerpos en la muestra del suero agudo e igualmente altos
en la muestra convaleciente, diremos que el paciente sufri6 la infeccién con
este virus en algin momento de su vida, pero no estd asociado con la enfer-
medad motivo de la investigacién.

Para determinar la presencia de anticuerpos en una muestra de suero
se mezclan el virus y el suero en diferentes diluciones, luego el virus asf tra-
tado se inocula en animales de laboratorio o en células (sistema indicador).
Se espera que los anticuerpos neutralicen la patogenicidad del virus (a ma-
yor concentracién de anticuerpos en el suero, mayor serd el {ndice de neutra-
lizacién). Para medir la neutralizacién utilizamos las mismas medidas
utilizadas para la cuantificacién viral: Dosis Letal 50% (DL50), Dosis Infec-
ciosa 50% (DI50) y Unidades Formadoras de Placa (UFP), principalmente.
Todo se basa en la comparacién de los tftulos del virus en presencia y en au-
sencia del suero; por ejemplo, si en ausencia de suero el tftulo del virus es
10 y en presencia del mismo el tftulo es 10*, esto quiere decir que ese suero
tiene anticuerpos especfficos contra el virus.

También podemos hacer una especie de neutralizacién con aquellos
virus que tienen capacidad hemaglutinante. La técnica se llama inhibicién de
la hemaglutinacién (IHA) y consiste en mezclar virus mds suero para luego
agregar glébulos rojos: se verd entonces que si la muestra de suero tiene an-
ticuerpos contra el virus, no se presentard la aglutinacién como sf ocurre
cuando el suero estd ausente.

La prueba de fijacién de complemento es todavfa de utilidad en algu-
nos casos: aquf se trata de saber, por ejemplo, si una muestra contiene o0 no
un virus determinado. Tomamos la muestra sospechosa, le agregamos anti-
cuerpos especfficos contra el virus y luego agregamos complemento. Si el
virus esté presente, los anticuerpos se le unen y el complemento se consume;
esto tltimo puede ser evidenciado agregando glébulos rojos sensibilizados
con anticuerpos especfficos contra glébulos rojos (hemolisina). Si se consu-
mi6 el complemento en la primera reaccién, no habrd complemento disponi-
ble para lisar los glébulos rojos y viceversa. Esta prueba se puede utilizar
igualmente para determinar si una muestra de suero tiene anticuerpos contra
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un virus determinado. La fijacién de complemento es relativamente barata,
muy especffica y rdpida, pero la sensibilidad no es mucha, principalmente
por el hecho de que no todas las clases de anticuerpos tienen la capacidad de
fijar el complemento.

La inmunofluorescencia es una prueba rdpida y sensible, pero costosa
por el equipo que requiere. Se trata de conjugar anticuerpos con un fluorocromo
y luego utilizar este reactivo para determinar la presencia de antigenos virales.
El fluorocromo (isotiocianato de fluorescefna o la rodamina, los més utilizados)
tiene la propiedad de fluorescer, es decir, emitir luz de una longitud de onda
mayor que la luz incidente (luz ultravioleta). La sensibilidad de la prueba puede
aumentarse considerablemente cuando se utiliza el método indirecto que consis-
te en tratar la muestra con anticuerpos contra el antfgeno buscado y luego utili-
zar anti-anticuerpos marcados con el fluorocromo para hacer la lectura al
microscopio; si se detecta el fluorocromo significa que los anticuerpos marca-
dos se han unido a los anticuerpos no marcados, y si éstos estdn presentes es
porque el antfgeno se encontraba presente en la muestra. La inmunofluorescen-
cia es un método de diagnéstico importante en la rabia.

Las pruebas inmunoenzimdticas no son tan baratas, pero son rdpidas y
sensibles. La presencia de un virus se puede evidenciar mediante pruebas de
inmunocaptura, que consiste en la utilizacién de platos pldsticos (fase s6lida)
sensibilizados con anticuerpos especfficos para el virus; sobre estos platos se
coloca la muestra sospechosa y posteriormente la prueba se revela mediante
el uso de anticuerpos contra el virus. Estos tltimos anticuerpos se han mar-
cado con una enzima y al agregar el respectivo substrato ocurrird un cambio
de coloracion, cuando el resultado es positivo.

Las pruebas inmunoenzimdticas sirven igualmente para detectar la
presencia de anticuerpos contra un agente especffico. En este caso el plato
estard sensibilizado con antfgenos virales (no con anticuerpos). Sobre estos
ant{genos se coloca la muestra de suero y finalmente la prueba se revela con
anticuerpos marcados con la enzima y con el respectivo substrato. Esta téc-
nica llamada de ELISA, tiene la ventaja de que nos puede determinar separa-
damente las diferentes clases de anticuerpos, lo cual puede tener importancia
en un momento dado para determinar si la infeccién es reciente o antigua (si
todavfa existen anticuerpos del tipo de la IgM podemos decir que se trata de
una infeccion reciente).

La inmunodifusién es otra técnica de utilidad para el diagndéstico de
algunas infecciones virales. Para que esta prueba funcione es necesario que
existan ant{genos solubles que puedan difundir a través de agar; asf, al colo-
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car un antfgeno viral en un pozo abierto sobre agar y anticuerpos en un pozo
vecino, encontraremos que ambos reactivos difunden hasta encontrarse en
cantidades 6ptimas y allf donde esto ocurre se produce una banda de precipi-
tacién que es la indicacién de un resultado positivo. Esta técnica es barata,
de f4cil ejecuciéon y muy especifica, pero tiene la desventaja de ser poco sen-
sible y de no dar un resultado cuantitativo.

Existen algunas variaciones de la inmunodifusién como la inmunodi-
fusi6n radial y la inmunoelectroforesis en cohetes, las cuales tienen la venta-
ja de ser un poco mds sensibles y dar un resultado cuantitativo. La
inmunoelectroforesis y la contrainmunoelectroforesis son otras variaciones
que aumentan la sensibilidad de la técnica.

Otra técnica de uso en diagnéstico de la infeccién viral es la inmuno-
fluorescencia anticomplemento, la cual utiliza una combinacién de los prin-
cipios de la inmunofluorescencia y de la fijacién de complemento; la
diferencia consiste en que, en este caso, los anticuerpos marcados con el
fluorocromo estédn dirigidos contra el fragmento C3 que supuestamente se ha
fijado al sitio donde ha reaccionado el antfgeno con el anticuerpo.

El radioinmunoensayo, que si bien es costoso y muy €ngorroso por
tratarse de la manipulacién de materiales radioactivos, es una técnica muy
sensible, muy especifica y tiene la ventaja adicional de ser una prueba cuan-
titativa. Mediante el radioinmunoensayo podemos detectar antfgenos o anti-
cuerpos. Si se trata de detectar antfgenos en una muestra dada, mezclamos la
muestra con una cantidad estdndar de antfgeno previamente marcado con un
radiois6topo (SICr, el mds utilizado) y luego agregamos una cantidad previa-
mente estandarizada de anticuerpo. Asf, lo que logramos es que el ant{geno
presente en la muestra compita con el antfgeno marcado por los anticuerpos
disponibles. El resultado lo vamos a obtener en un contador de actividad ra-
dioactiva (un contador gamma, para el caso del Cr). Si recuperamos el 100%
de la radioactividad, quiere decir que la muestra no tenfa el ant{geno busca-
do; mientras que si el antfgeno estd presente, el porcentaje de radioactividad
recuperado serd proporcionalmente menor a la cantidad de antigeno presente
en la muestra problema.

Una de las pruebas m4s recientemente desarrolladas y que ha adquiri-
do gran popularidad en los pafses mds adelantados tecnol6gicamente, es la
hibridacién molecular. Esta prueba se basa en la propiedad que tiene una ca-
dena de 4cido nucleico de unirse (hibridizarse) con su cadena complementa-
ria. La presencia de 4cido nucleico viral en una muestra puede entonces
determinarse mezclando dcidos nucleicos de la muestra con una sonda ra-
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dioactiva (la cadena complementaria marcada con un radiois6topo); si el ra-
diois6topo permanece en la muestra es porque esta cadena de 4cido nucleico
ha encontrado su complemento y por lo tanto es una indicacién de que el vi-
rus problema se encuentra presente. Esta prueba tiene la ventaja de determi-
nar la presencia del virus, no por sus cualidades fenotfpicas (externas) sino
por su genotipo; lo cual nos acerca mucho mds a un diagnéstico certero.

Finalmente, mencionemos la técnica mds moderna disponible en la
actualidad para el diagnéstico de algunas infecciones virales, entre otros po-
sibles usos; se trata de la Polimerasa de Reaccién en Cadena (PRC). Esta
prueba basada, como la anterior, en principios de la biologfa molecular, serfa
la mds sensible y especifica, ademds de rdpida, que se haya concebido. Se
trata en breve, de, a partir de una pequeiifsima cantidad de un virus determi-
nado (te6ricamente entre 1-10 partfculas virales, por decir algo) lograr el au-
mento (amplificacién) del 4cido nucleico viral hasta hacerlo visible en un
gel de agarosa. El método funciona directamente con virus DNA, pero tam-
bién es posible con virus RNA transcritos previamente a DNA con la ayuda
de la transcriptasa reversa. La PRC utiliza un iniciador de DNA conocido y
especffico para el virus que se quiere determinar, una mezcla de nucle6tidos
y la enzima Taq DNA. polimerasa; la mezcla se somete a ciclos de amplifi-
cacion a 90°C y a 37°C, repetidamente y finalmente se revela el producto
mediante electroforesis en agarosa y con la ayuda de bromuro de etidio. El
tiempo necesario para llegar a un diagnéstico puede ser de 5-7 horas.

Nos falta mencionar, asf{ sea solamente por cultura general, el micros-
copio electrénico. Este aparato tiene su importancia para el diagnéstico de
virus que carecen todavfa de un método apropiado para su cultivo in vitro,
como es el caso de algunos agentes causantes de diarreas. El problema ma-
yor, en este caso es el costo del equipo y su mantenimiento. Para detectar los
virus al microscopio electrénico se necesita una alta concentracién de part{-
culas virales en la muestra; las posibilidades de observar estas partfculas se
aumentan mediante ultracentrifugacién de la muestra o mediante el uso de
anticuerpos para aglutinar las pocas particulas presentes.

_ Como podemos ver, existe todo un arsenal tecnolégico para hacer el
estudio y el diagndéstico de las infecciones virales; en todos los casos se trata
simplemente de mezclar reactivos en forma ordenada y de conocer el princi-
pio de las técnicas para poder hacer la interpretacién adecuada de los resul-
tados. En esta oportunidad tratamos, solamente, de presentar un panorama
del problema; un tratamiento a fondo de cada una de las técnicas podrfa ser
por s{ mismo un tratado de muchas pdginas.
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