DIAGNOSTICO DE LA INFECCION VIRAL

El diagnéstico de la infeccion  i1al que afecta a un indivi-
duo en un momento dado, puede ser de gran importancia pa-
ra el manejo clinico del caso (problema individual), pero es
mucho mds importante prevenir consecuencias graves en la
poblacion (problema poblacional).

Desde el punto de vista prdctico, si comparamos las infec-
ciones bacterianas o mic6ticas con las infecciones virales, pue-
de resultar mucho m4és importante hacer el diagnostico preci-
so de las primeras, pues esto define el tipo de antibidtico o la
quimioterapia que se debe prescribir. En el caso de los virus,
donde se adolece de “antibidticos” o de agentes quimicos
muy eficientes para el tratamiento, el diagnéstico puede re-
sultar un poco superfluo.

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 determi-
nar la conducta médica y/o epidemiologica a seguir. Es el ca-
so, por ejemplo, de una enfermedad exantemdtica durante la
gestacion; aqui debemos determinar si se trata de Rubeola,
Sarampién, Varicela o Dengue, pues ello podria determinar la
recomendacién de interrumpir el embarazo. Esto desde el
punto de vista individual, pensando en la madre y el embrion
o feto.

Un ejemplo donde el diagndstico es importante para im-
plementar medidas tendientes a conservar la salud publica, es
el caso de una enfermedad diarreica; aqui debemos determi-
nar si se trata de un rotavirus o de un poliovirus y en este ulti-
mo caso, cudl serotipo. Igualmente caen en esta categoria los
casos de hepatitis, donde es importante saber si se trata de A,
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B, Delta o noAnoB; cada uno de estos casos tiene diferentes
consecuencias a corto y a largo plazo.

Existen también algunas situaciones especiales donde el
diagnoéstico es importante para el individuo, como es el caso
de los transplantados, especialmente cuando la sintomatolo-
gia de la infeccidn tiende a confundirse con el rechazo del 6r-
gano o con una reaccién injerto contra huésped; este es el ca-
so del citomegalovirus en el transplante renal y de médula
Osea, respectivamente.

En términos generales e ideales podriamos decir que una
infraestructura para el diagnostico de las enfermedades infec-
ciosas es la base fundamental para un buen sistema de vigilan-
cia epidemioldgica. Tal infraestructura en nuestros paises en
desarrollo es muy pobre para el caso de las infecciones virales.
Recordemos que la multiplicidad de los agentes virales requie-
re también de una diversidad de sistemas para la manipula-
cién de estos agentes en el laboratorio: son necesarios dife-
rentes tipos de cultivos celulares, diferentes animales de labo-
ratorio, anticuerpos fluorescentes, microscopios de luz ultra-
violeta, radiois6topos, espectrofotémetros, nitrégeno liquido,
técnicos de laboratorio y virologos, entre otras cosas. Todos
estos elementos son escasos en Colombia y por ello el diag-
noéstico de las infecciones virales estd limitado a las grandes
ciudades y sélo a algunas infecciones, generalmente aquellas
donde los recursos son menos costosos.

Por todas estas consideraciones el principal elemento de
diagnostico en nuestro medio es la clinica; y también por ello
la gran mayoria de las infecciones virales permanecen sin un
diagnéstico preciso o son diagnosticadas simplemente como
‘4yirosis” a posteriori, cuando los antibiéticos han demostra-
do su ineficacia. Esta es la situacién actual, justificada en par-
te por las circunstancias expuestas pero incompatibles con el
futuro préximo, cuando tendremos agentes farmacolégicos
especificos contra las infecciones virales y cuando la preserva-
cion de la salud publica serd una prioridad real de nuestro sis-
tema de gobierno.
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El diagnostico de la infeccion viral se basa en el aislamien-
to del agente etiologico (diagnostico virolégico), en la deter-
minacién de una respuesta inmunoldgica contra el mismo
(diagnostico seroldgico) o en la determinacion del tipo de da-
fio causado en los tejidos del huésped (diagnostico patologi-
co). Para el aislamiento, se debe enviar al laboratorio una
muestra apropiada con una descripcion de la situacion clinica
y en lo posible un diagnoéstico 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 procederd 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 infeccion viral, pues no
todos los virus van a crecer en este substrato celular.

El diagnostico mediante el aislamiento del agente viral es
el método mds fidedigno pero tiene la desventaja de ser costo-
0, va que es necesario tener toda una bateria de posibilida-
des para satisfacer los requerimientos de cada agente. Por
otro lado, el aislamiento de los virus puede tomar varios dias
y aun varias semanas, por lo cual el resultado suele llegar tar-
dio. Por lo anterior, desde hace muchos afios el desarrollo de
técnicas rdpidas, especificas, sensibles y baratas, ha sido una
prioridad en la investigacién virologica (generalmente tantas
cualidades no vienen juntas). En la actualidad podemos men-
cionar algunas técnicas que se acercan a €sas caracteristicas
ideales: la inmunofluorescencia, la fijacion del complemento,
pruebas inmunoenzimaticas, etc., de las cuales hablaremos
posteriormente.

El diagnéstico seroldgico se basa en la deteccion de anti-
cuerpos contra un antigeno viral determinado y, en ese senti-
do, sélo nos sirve para hacer un diagnostico retrospectivo. Si
ante un caso de una enfermedad febril aguda, queremos de-
terminar si se trata, por ejemplo, de Encefalitis Equina Vene-
zolana. debemos tomar una muestra de suero del paciente en
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la fase aguda de la enfermedad y otra dos semanas mads tarde
(en la fase convaleciente). Si al comparar los dos sueros se
detecta que el suero convaleciente tiene un titulo de anti-
cuerpos contra el virus de la Encefalitis E. Venezolana, signi-
ficativamente mayor que el suero agudo (por lo menos cuatro
veces mayor), podemos decir que este es el virus responsable
de la sintomatologia descrita.

Si el paciente del caso descrito anteriormente, no tiene
anticuerpos contra el virus en ninguna de las dos muestras, di-
remos que esta persona nunca ha tenido contacto con el vi-
rus. Si por el contrario, el paciente tiene titulos altos de anti-
cuerpos en la muestra del suero agudo e igualmente altos en
la muestra convaleciente, diremos que el paciente sufrio la
infeccién con este virus en algin momento de vida, pero no
estd asociado con la enfermedad motivo de la investigacion.

- Para determinar la presencia de anticuerpos en una mues-
tra de suero se mezclan el virus y el suero en diferentes dilu-
ciones, luego el virus asi tratado se inocula en animales de la-
boratorio o en células (sistema indicador). Se espera que los
anticuerpos neutralicen la patogenicidad del virus (a mayor
concentracién de anticuerpos en el suero, mayor serd el indi-
ce de neutralizacién). Para medir la neutralizacién utilizando
las mismas medidas utilizadas para la cuantificacion viral: Do-
sis Letal 500/0 (DL50), Dosis Infecciosa 500/o (DI5S0) y Uni-
dades Formadorasde Placa (UFP), principalmente. Todo se
basa en la comparacion de los titulos del virus en presencia y
en ausencia del suero; por ejemplo, si en ausencia de suero el
titulo del virus es 108 y en presencia del mismo titulo es
104, esto quiere decir que ese suero tiene anticuerpos espe-
cificos contra el virus.

También podemos hacer una especie de neutralizaciéon
con aquellos virus que tienen capacidad hemaglutinante. La
técnica se llama inhibicién de la hemaglutinacion (IHA) y
consiste en mezclar virus mas suero para luego agregar glébu-
los rojos: se verd entonces que si la muestra de suero tiene an-
ticuerpos contra el virus, no se presentard la aglutinacién co-
mo si ocurre cuando el suero estd ausente.
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La prueba de fijacion de complemento es todavia de utili-
dad en algunos casos: aqui se trata de saber, por ejemplo, si
una muestra contiene o no un virus determinado. Tomamos
la muestra sospechosa, le agregamos anticuerpos especificos
contra el virus y luego agregamos complemento. Si el virus es-
t4d presente, los anticuerpos se le unen y el complemento se
consume; esto ultimo puede ser evidenciado agregando glo-
bulos rojos sensibilizados con anticuerpos especificos contra
glébulos rojos (hemolisina). Si se consumi6 el complemento
en la primera reacciéon, no habrd complemento disponible pa-
ra lisar los glébulos rojos y viceversa. Esta prueba se puede
utilizar igualmente para determinar si una muestra de suero
tiene anticuerpos contra un virus determinado. La fijacion de
complemento es relativamente barata, muy especifica, 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 rapida 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 fluoro-
cromo (isotiocianato de fluoresceina o la rodamina, los mas
utilizados) tiene la propiedad de fluorecer, es decir, emitir luz
de una longitud de onda mayor que la luz incidente (luz ultra-
violeta). La sensibilidad de la prueba puede aumentarse consi-
derablemente cuando se utiliza el método indirecto que con-
siste en tratar la muestra con anticuerpos contra el antigeno
buscado y luego utilizar anticuerpos marcados con el fluoro-
cromo para hacer la lectura al microscopio; si se detecta el
fluorocromo significa que los anticuerpos marcados se han
unido a los anticuerpos no marcados, y si éstos estdn presen-
tes es porque el antigeno se encontraba presente en la mues-
tra. La inmunofluorescencia es un método de diagnéstico im-
portante en la Rabia.

Las pruebas inmunoenzimaticas no son tan baratas, pero
son rdpidas y sensibles. La presencia de un virus se puede evi-
denciar mediante pruebas de inmunocaptura, que consiste en
la utilizacion de platos pldsticos (fase solida) sensibilizados
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con anticuerpos especificos 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
ultimos anticuerpos se han marcado con una enzima y al agre-
gar el respectivo substrato ocurrird un cambio de coloracion,
cuando el resultado es positivo.

Las pruebas inmunoenzimadticas sirven igualmente para
detectar la presencia de anticuerpos contra un agente especi-
fico. En este caso el plato estard sensibilizado con antigenos
virales (no con anticuerpos). Sobre estos antigenos se coloca
la muestra de suero y finalmente la prueba se revela con anti-
cuerpos marcados con la enzima y con el respectivo substra-
to. Esta técnica llamada de ELISA, tiene la ventaja de que
nos puede determinar separadamente las diferentes clases de
anticuerpos, lo cual puede tener importancia en un momento
dado para determinar si la infeccién es reciente o antigua (si
todavia existen anticuerpos del tipo de la IgM podemos decir
que se trata de una infeccién reciente).

La inmunodifusién es otra técnica de utilidad para el
diagnoéstico de algunas infecciones virales. Para que esta prue-
ba funcione es necesario que existan antigenos solubles que
puedan difundir a través de agar; asi, al colocar un antigeno
viral en un pozo abierto sobre agar y anticuerpos en un pozo
vecino, encontraremos que ambos reactivos difunden hasta
encontrarse en cantidades 6ptimas y alli donde esto ocurre
se produce una banda de precipitacidon que es la indicacién de
un resultado positivo. Esta técnica es barata, de fdcil ejecu-
ci6én y muy especifica, pero tiene la desventaja de ser poco
sensible y de no dar un resultado cuantitativo.

Existen algunas variaciones de la inmunodifusién como la
inmunodifusién radial y la inmunoelectroforesis en cohetes,
las cuales tienen la ventaja de ser un poco mds sensibles y dar
un resultado cuantitativo. La inmunoelectroforesis y la con-
trainmunoelectroforesis son otras variaciones que aumentan
la sensibilidad de la técnica.
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Otra técnica de uso en diagnoéstico de la infeccion viral es
la inmunofluorescencia anticomplemento, la cual utiliza una
combinacion de los principios de la inmunofluorescencia y de
la fijacion de complemento; la diferencia consiste en que, en
este caso, los anticuerpos marcados con el fluorocromo estan
dirigidos contra el fragmento C3 que supuestamente se ha fi-
jado alsitio donde ha reaccionado el antigeno con el anticuer-
po.

Finalmente. debemos mencionar el radioinmunoensayo,
que si bien es costoso y muy engorroso por tratarse de la ma-
nipulacion de materiales radioactivos, es una técnica muy sen-
sible, muy especifica y tiene la ventaja adicional de ser una
prueba cuantitativa. Mediante el radioinmunoensayo pode-
mos detectar antigenos anticuerpos. Si se trata de detectar
antigenos en una muestra dada, mezclamos la muestra con
una cantidad standard de antigeno previamente marcado con
un radioisotopo (S1Cr, el mas utilizado) y luego agregamos
una cantidad previamente standarizada de anticuerpo. Asi
lo que hemos hecho es que el antigeno presente en la muestra
compita con el antigeno marcado por los anticuerpos dispo-
nibles. El resultado lo vamos a obtener en un contador
de actividad radioactiva (un contador gamma, para el caso del
Cr). Si recuperamos el 1000/0 de la radioactividad, quiere de-
cir que la muestra no tenia el antigeno buscado; mientras que
si el antigeno estd presente, el porcentaje de radioactividad
recuperado serd proporcionalmente menor a la cantidad de
antigeno presente en la muestra problema.

Una de las pruebas mas recientemente desarrolladas y que
ha adquirido gran popularidad en los paises mds adelantados
tecnoldgicamente, es la hibridaciéon molecular. Esta prueba se
basa en la propiedad que tiene una cadena de dcido nucleico
de unirse (hibridizarse) con su cadena complementaria. La
presencia de dcido nucleico viral en una muestra puede enton-
ces determinarse mezclando 4cidos nucleicos de la muestra
con una sonda radioactiva (Ia cadena complementaria marca-
da con un radioisé6topo); si el radioisdtopo permanece en la
muestra es porque esta cadena de dcido nucleico ha encontra-
do su complemento y por lo tanto es una indicacién de que el

79



X x €1 RIUOORA-R[ONII A

SSHIVINDISHA (V

SVSODNI SV1 X

THId V130 SHAVATNEEINT

2 X D44 91 [entoulg ouojendsay ‘A
x D'4'd
X X 04"
X X X 9949

X X o'9'" ¢

SIIIAOUTY
ezuonjyuieseJ
STUIAOUIPY/

vt v

eZUSNJUY

JOIIHANI OTIOLVIIdSHY
OLOVYL THA SHNOIDDHANI

SnIIAOINUY
STUIAOUIPY
[entoulg ouoendssy * A
1 eZUON[juIRIR

Ko® oK R X
x

— e v
o
—

1 snatAoury

JOrdddNs OrIOLVAId SHI
OLOVYL THA SHNOIDDHANI

SEXSINW  JIO[eJod JBNIISIA oa8uyrej eseu
VI VSI'Td VdI IN  HI D4 sennQ opmby ' oidues  opmbyy sy  ugMIqodSE  UQPRAING sodiBojone sajuady

sed}3g[0Ios seqaniy UYIIPIP P SOPORW £ sensIny VIOINI'TD NOIDVISHAINVIA

SHLNANDTYA SVIN SHTVHIA SANOIDDHANI SVT Ad ODLLSONOVIA
IVIgVvL



oo KK

ol -
I'H
I'H

— v —

(o]

Zm

— e —

4

(A

A[emioN op uady
STIIARIOY

SYOIFIIVIA SHAVAINIIINT

vSddd
SVIINOYD SHAVUHNIHANT

elqey

SLAAGQIN

serode

xajduns sodiop]

SNIIAOIUY

TVALNGD OSOIAYEN

VIWHLSIS THA SHAVAHNIHANA

snxnAofeSowo)

SnIAoqly

BlLmay S1gal

anJus(g

SVAVIONTYEAId

ON ST gdd SAAVAINIHANA

SIUIACIAUY
ejoaqny|
uoiduwreseg
‘SVOLLVINALNVXH (8
STLIIAOI)UF
4NR07-E[0LE A
xo[duns sadiofy



SAI0}03 AT

ope3iH-H
uowng-o VSI'TH-L
ondsg— ©)O2IIPUT BIOUISAION[JOUNUWU[—9
ofesusounuruiolpey—yry jeinbuociq opeae -7 erdoosolonuonossjeoUNUI}—
©J02IPUI RIOUSDSAUONJOUNWU]—Y/ ] ooneyun| o[npON—( eoIuoN03]2 e1dodsOITN—
UoIORZIfelINON-IN eAl[ES—D) ofjod 9p UOLIQUID US OJUITWIE]SIY—C
uoroeunniFeway €] op UOIIQIYUI-H] 03qas)—g S0JUE)OR] SIUOJEI UD OJUSIWE[SIY—T
oyusuo[duwioo ap uoroell,j-Dq BULIO-Y S2IB[N[30 SOAR|NO UD OJURIER[SIY—|
sed[30]01as SeqanLy sensenw senQ UOIII}IP P SOPORJA
X a L (AIH) euewny
RIOUDIOLJOPOUNWIU] B 9P SIIIA
X x x v Sy Sy €l synedoyy
X X S'y Sy V sunedoy
SLLLLYJAH
sensenm  JI0[E)Rd JENO}SAA o33uye) [eseu
VI VSITd VAl N HI D4 senQ opmbyy aBueg  opmbyy s0H  ugqIqedsy  BOPIIRG s02Bgjope s9)uaByY
sediBgjosas seqanig u9p2RP 2p sopoym £ sensINP VIINITO NOIDVLISAAINVIN

[ DIqD1 u9120nuluo;)



virus problema se encuentra presente. Esta prueba tiene la
ventaja de determinar la presencia del virus, no por sus cuali-
dades fenotipicas (externas) sino por su genotipo; lo cual nos
acerca mucho mds a un diagnostico certero.

Nos falta mencionar, asi sea solamente por cultura gene-
ral, el microscopio electronico. Este aparato tiene su impor-
tancia para el diagnostico de virus que acarecen todavia de un
método apropiado para su cultivo in vitro, como es el caso de
algunos agentes causantes de diarreas. El problema mayor, en
este caso es el costo del equipo y su mantenimiento. Para de-
tectar los virus al microscopio electronico se necesita una alta
concentracion de particulas virales en la muestra; las posibili-
dades de observar estas particulas se aumentan mediante ul-
tracentrifugacion de la muestra o mediante el uso de anticuer-
pos para aglutinar las pocas particulas presentes.

Como podemos ver, existe todo un arsenal tecnologico
para hacer el estudio y el diagnotico de las infecciones virales;
en todos los casos se trata simplemente de mezclar reactivos
en forma ordenada y de conocer el principio de las técnias
para poder hacer la interpretacion adecuada de los resultados.
En esta oportunidad tratamos, solamente, de presentar un pa-
norama del problema;un tratamiento a fondo de cada una de
las técnicas podria ser por sf mismo un tratado de muchas pa-

ginas.
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